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Anexo I. Clasificación de los genes interrumpidos por el transposón miniTn5-Km en los 








ABC: (ATP Binding Casette) 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ADNc: ADN complementario 
ADP: Adenosín 5’-difosfato 
Am: Apramicina 
AMPc: Adenosín monofosfato-3’,5’ cíclico 
An: Absorbancia a n nanómetros 
Ap: Ampicilina 
ARN: Ácido ribonucleico 
ARNm: ARN mensajero 
ARNp: ARN pequeño 
ARNP: ARN polimerasa 
ARNr: ARN ribosómico 
ARNt: ARN transferente 
ATP: Adenosín 5’-trifosfato 
BSA: Albúmina de suero bovino (Bovine Serum Albumin) 
CA: Dominio catalítico de unión a ATP (Catalytic ATP-binding) 
Cb: Carbenicilina 
CCR: Represión catabólica (Carbon Catabolite Repression) 
ChIP-Seq: (Chromatin ImmunoPrecipitation and Sequencing) 
Cit: Citrato 
Cm: Cloranfenicol 
DEPC: Dietilpirocarbonato  
DHp: Dominio de dimerización y fosfotransferencia (Dimerization and Histidine 
phosphotransfer) 
DMSO: Dimetil sulfóxido 
dNTP: Desoxinucleótido trifosfato 
DSF: Fluorimetría diferencial de barrido (Differential Scanning Fluorimetry) 
DTT: Ditiotreitol 
bEBP: Proteínas bacterianas de unión a potenciadores (bacterial Enhancer Binding Protein)  
ECF: Función extracitoplásmica (Extracytoplasmic Function) 






FRT: Diana de reconocimiento de la flipasa (Flipase Recognition Target) 
GAF: (cGMP phosphodiesterase-Adenylyl cyclase-FhlA) 
GFP: Proteína fluorescente verde (Green Fluorescent Protein) 
Glu: Glucosa 
Gm: Gentamincina 
GRAS: (Generally Recognized As Safe) 
GTP: Guanosina trifosfato 
h: Hora 
HAMP: (Histidine kinase, Adenylyl cyclase, Methyl-accepting protein and Phosphatase) 
HEPES: Ácido 4-(2-hidroxietil) piperazin-1-iletanosulfónico 
His: Histidina 
HK: Histidina quinasa (Histidine-Kinase) 
HTH: Hélice-giro-hélice (Helix-Turn Helix) 





LB: Medio Luria-Bertani 
MCP: Proteínas de quimiotaxis aceptoras de metilo (Methyl-accepting Chemotaxis Protein) 
MES: Ácido 2-morfolinoetanosulfónico  
MH: Medio Mueller Hinton  




MM: Medio mínimo 
NAD+(H): Nicotinamida adenina dinucleótido (oxidada/reducida) 
NADP+(H): Nicotinamida adenina dinucléotido fosfato (oxidada/reducida) 
NCBI: Centro Nacional para la Información Biotecnológica (National Center for Biotechnology 
Information) 
NCCLS: Comité Nacional de Estándares de Laboratorio Clínico (National Committee for 
Clinical Laboratory Stardards) 
NIH: Institutos Nacionales de la Salud (National Institutes of Health) 
OAA: Oxalacetato 





ORF: Pauta abierta de lectura (Open Reading Frame) 
PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida (Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis) 
PAS: Per-ARNT-Sim 
pb: Par de bases 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction) 
PEG: Polietilenglicol 
PDB: (Protein Data Bank) 
Pi: Fosfato inorgánico 
p/v: Relación peso/volumen 
R2: Coeficiente de determinación 
RBS: Sitio de unión al ribosoma (Ribosome Binding Site) 
RFU: Unidades de fluorescencia relativa (Relative Fluorescence Units) 
Rif: Rifampicina 
RND: (Resistance-Nodulation-Division) 
rpm.: Revoluciones por minuto 
RR: Regulador de respuesta (Response Regulator) 
RT: Retrotranscripción. 
RT-PCR: PCR con transcriptasa inversa (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) 
RT-qPCR: PCR cuantitativa en tiempo real (Real Time Quantitative Polymerase Chain 
Reaction) 
σ: Factor sigma 
Sac: Sacarosa 
SD: Desviación estándar (Standard Desviation) 
SDS: Dodecil sulfato sódico (Sodium Dodecyl Sulfate) 
Scc: Succinato 
Sm: Estreptomicina 
SOB: (Super Optimal Broth) 
SOC: SOB suplementado con glucosa 
Sp: Espectinomicina 
STAC: (Solute carrier 5 (SLC)-Two component signal transduction Associated Component) 
TAE: Tris-Acetato-EDTA 
TB: Tris buffer 
TBE: Tris-Borato-EDTA 
TBS: Tris buffer salino 
Tc: Tetraciclina 







TFs: Factores transcripcionales 
TM: Transmembrana 
TSS: Sitio de inicio de la transcripción (Transcription Star Site)  
TTBS: Tween 20-TBS 
u.a.: Unidades arbitrarias 
ufc: Unidades formadoras de colonia 
U.M.: Unidades Miller 
UTP: Uridina trifosfato 
UTR: Región no traducida (UnTranslated Region) 
v/v: Relación volumen/volumen 
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1.1. La familia Pseudomonadaceae 
La familia Pseudomonadaceae englobada dentro del orden Pseudomonadales y la clase 
de g-proteobacterias, comprende quince géneros bacterianos (Pseudomonas (I), Azomonas 
(II), Azotobacter (III), Cellvibrio (IV), Chryseomonas (V), Flavimonas (VI), Lamprapedia (VII), 
Mesophylobacter (VIII), Merococcus (IX), Olipella (X), Rhizobacter (XI), Regamonas (XII), 
Serpeas (XIII), Thermoleophylus (XIV) y Xylophylus (XV)) agrupados en base a la similitud de 
secuencias del ARN ribosómico 16S (Garrity et al., 2001). Dentro de esta familia destacan los 
géneros Pseudomonas y Azotobacter por sus implicaciones ambientales, clínicas y sus 
aplicaciones biotecnológicas.  
El género bacteriano Pseudomonas, propuesto por primera vez a finales del siglo XIX 
por Migula (Migula, 1894), es uno de los géneros más complejos y extenso a nivel taxonómico. 
Según el Approved List of Bacterial Names (http://www.bacterio.net/pseudomonas.html) 
actualmente se han descrito 273 especies diferentes pertenecientes a este género, y se 
clasifican en 7 grupos (P. syringae, P. chlororaphis, P. fluorescens, P. putida, P. stutzeri,          
P. aeruginosa y P. pertucinogena) (Anzai et al., 2000; Peix et al., 2018) (Figura 1).  
En los últimos años, se ha intensificado la búsqueda de marcadores moleculares 
filogenéticos capaces de clasificar especies bacterianas estrechamente relacionadas donde 
la técnica del ARNr 16S presentaba sus limitaciones. El análisis de secuencias multilocus 
(MLSA, del inglés MultiLocus Sequence Analysis) basado en la comparación de secuencia de 
cuatro genes housekeeping (ARNr 16S, gyrB, rpoB y rpoD) proporciona un nuevo enfoque 
para la identificación de nuevas especies del género Pseudomonas (Gomila et al., 2015; Mulet 






Figura 1. Árbol filogenético de los principales grupos de especies del género Pseudomonas 
basado en el análisis de secuencia del ARN ribosómico 16S. Como raíz se utilizó el organismo 
Escherichia coli (V00348). Modificado de (Anzai et al., 2000). 
Grupo Pseudomonas fluorescens 
Grupo Pseudomonas chlororaphis 
Grupo Pseudomonas syringae 
Grupo Pseudomonas putida 
Grupo Pseudomonas stutzeri 
Grupo Pseudomonas aeruginosa 





En general, las bacterias pertenecientes a este género son bacilos Gram-negativos 
rectos o ligeramente curvados, quimioorganotrofos, móviles gracias a uno o varios flagelos 
polares, no esporulantes, oxidasa y catalasa positivos y aerobios estrictos aunque a veces 
son capaces de usar nitratos como fuente alternativa de electrones, permitiéndoles crecer en 
anaerobiosis (Palleroni & Moore, 2004). Se caracterizan por ser bacterias ubicuas con una 
gran capacidad de adaptarse y colonizar hábitats tan diversos como animales, plantas, suelos, 
ambientes acuáticos o la rizosfera (Lugtenberg & Dekkers, 1999; Palleroni & Moore, 2004). 
Gracias a su enorme versatilidad metabólica, fisiológica y genética se les atribuyen funciones 
tan importantes como el reciclaje y la degradación de una gran diversidad de compuestos 
recalcitrantes en biorremediación, deterioro de alimentos, patogénesis oportunistas de 
animales, insectos y de plantas, estimulación del crecimiento de las plantas mediante fijación 
de nitrógeno o la producción de determinados compuestos actuando como bioplaguicidas, 
etc. (Bodey et al., 1983; Silby et al., 2011; Timmis, 2002). A menudo encontramos también 
bacterias resistentes a agentes antibacterianos como metales pesados, desinfectantes, 
detergentes o solventes orgánicos (Ramos et al., 2002), productoras de pigmentos y 
sideróforos (Meyer et al., 2002) e incluso algunas son resistentes a un extenso directorio de 
antibióticos suponiendo cada año un gran problema de salud pública a nivel mundial (Aloush 
et al., 2006; Raman et al., 2018). Los genomas del género Pseudomonas oscilan en tamaño 
de 5.5 a 7 Mpb con un contenido en G+C entorno al 65-67 % aproximadamente (Klockgether 
et al., 2011; Lee et al., 2006).  
P. aeruginosa es la especie mejor caracterizada genéticamente del género 
Pseudomonas. Su genoma fue el primero de la familia en secuenciarse (Stover et al., 2000) y 
la extensa información que existe de ella se debe principalmente a su importancia clínica, 
siendo responsable de múltiples infecciones nosocomiales graves como neumonía, 
infecciones del tracto urinario o sepsis (D’Argenio et al., 2007; Lee et al., 2013; Lister et al., 
2009). Aunque este género sea comúnmente conocido por las infecciones causadas en 
humanos, también son capaces de producir infecciones en plantas (P. syringae) y/o insectos 
(P. entomophila) (Silby et al., 2011; Vodovar et al., 2006). P. syringae es el clásico ejemplo de 
bacteria fitopatógena. Dentro de las variantes patógenas, la más estudiada es P. syringae pv. 
tomato DC3000 patógeno de Arabidopsis thaliana y de la planta del tomate, Solanum 
lycopersicum (Buell et al., 2003).  
Por otra parte, P. fluorescens y P. rhyzophaerae habitan la rizosfera de muchas plantas 
desempeñando funciones esenciales en la estimulación de su crecimiento. Junto a P. 
chlororaphis actúan como agentes en el biocontrol de comunidades microbianas a través de 





Kim, 2018; Haas & Defago, 2005; Paulsen et al., 2005; Peix et al., 2003; Qi et al., 2009; Silby 
et al., 2009). Otros ejemplos de Pseudomonas son P. stutzeri y P. mendocina, potentes 
biorremediadores que participan en procesos de desnitrificación aeróbica de efluentes 
residuales (Deng et al., 2014; Zhang et al., 2019). 
El género Azotobacter está constituido por siete especies (A. chroococcum, A. 
vinelandii, A. beijerinckii, A. paspali, A. armeniacus, A. nigricans y A. salinestri) y comparte 
con el género Pseudomonas la enorme diversidad genómica y adaptabilidad genética en los 
diversos nichos ecológicos donde habitan. Entre sus similitudes, destacan el contenido en 
G+C de sus genomas (63-67.5 %) (Setubal et al., 2009) (el genoma de A. vinelandii comparte 
un 96 % de identidad con P. aeruginosa PAO1 (Özen & Ussery, 2012)), múltiples rutas 
metabólicas y bioquímicas como la fijación de nitrógeno (Yan et al., 2008; Young & Park, 
2007), la producción de alginato (Clementi, 1997) y la acumulación de gránulos de poli- b-
hidroxibutirato como almacenamiento de fuente de carbono y energía (Stevenson & 
Socolofsky, 1966). Sin embargo, Pseudomonas y Azotobacter difieren entre otros aspectos 
en morfología celular y motilidad (Palleroni, 2005). 
 
1.1.1. Pseudomonas putida como modelo de bacteria ambiental 
P. putida es un organismo aislado de suelos y aguas templadas, de fácil manejo y cultivo 
en el laboratorio dado su rápido crecimiento bajo condiciones copiotrofas y sus sencillos 
requerimientos nutricionales. La estirpe KT2440 de P. putida, certificada por el National 
Institutes of Health (NIH) de los Estados Unidos como GRAS (Generally Recognized As Safe) 
(Federal Register, 1982), es empleada como microorganismo modelo seguro para estudios 
de biodegradación y adaptación a diversos ambientes así como en el desarrollo de 
herramientas biotecnológicas dada su inocuidad (Martins dos Santos et al., 2004b; Wackett, 
2003). Se aisló por primera vez en Japón y proviene de P. arvilla estirpe mt-2 curada del 
plásmido TOL pWWO el cual le proporcionaba la capacidad de emplear xilenos y tolueno 
como fuente de carbono y energía (Franklin et al., 1981; Nakazawa, 2003; Williams & Murray, 
1974). En esta tesis, se emplea la estirpe P. putida KT2442 mutante espontáneo en la 
subunidad b de la ARN polimerasa de la estirpe KT2440 lo que le confiere resistencia a 
rifampicina (Jatsenko et al., 2010). Su genoma posee un tamaño de 6.18 Mpb y un contenido 
en G+C del 61.6 %. A pesar de compartir un 85 % de similitud con el genoma del patógeno 
P. aeruginosa, no contiene factores de virulencia como la exotoxina A, ciertas enzimas 





P. putida desempeña un papel esencial en detoxificación, biorremediación y posee un 
potencial biotecnológico inigualable. Esta extraordinaria versatilidad metabólica implica la 
participación de elementos móviles en la adquisición y expresión heteróloga de genes de 
nuevas rutas metabólicas procedentes de otros microorganismos, según reveló el análisis 
genómico de esta bacteria. La mayoría de los fenotipos degradadores de esta bacteria vienen 
codificados en plásmidos catabólicos. Algunos ejemplos de estos plásmidos son TOL pWWO 
en la estirpe P. putida mt-2 (Williams & Murray, 1974), el plásmido OCT en la estirpe P. putida 
GPo1 (Rojo et al., 1987), el plásmido NAH7 en la estirpe P. putida PpG7 (Dunn & Gunsalus, 
1973)  y el plásmido CAM en la estirpe P. putida PpG1 (Rheinwald et al., 1973), que codifican 
genes del catabolismo del tolueno, alcanos, naftaleno y alcanfor, respectivamente.  
P. putida KT2440 suscita un gran interés biotecnológico dada la capacidad de producir 
compuestos de alto valor añadido como enzimas de interés comercial, derivados de catecoles, 
compuestos heterocíclicos o polihidroxialcanoatos (PHA) (Schmid et al., 2001). Además, 
posee una notable tolerancia a condiciones de estrés como el estrés oxidativo generado por 
especies reactivas de oxígeno (ROS) y la presencia de compuestos orgánicos (Kim & Park, 
2014; Nikel & de Lorenzo, 2014) convirtiéndola así en el microorganismo idóneo para 
aplicaciones biotecnológicas y medioambientales. 
 
1.1.2. La regulación de la expresión génica en Pseudomonas 
Las bacterias del género Pseudomonas se denominan oportunistas nutricionales dado 
que comparten la peculiar habilidad de degradar y utilizar una enorme variedad de moléculas 
como nutrientes, entre ellos, compuestos recalcitrantes generados por humanos. La 
impresionante versatilidad metabólica que caracteriza a Pseudomonas va en concordancia 
con el número de genes en su genoma destinados a potenciar su adaptación metabólica ante 
cambios drásticos en las condiciones ambientales (Galperin, 2005, 2010; Nelson et al., 2002). 
Además de los genes estructurales esenciales para dotar a la bacteria de características 
básicas, la eficiente capacidad de adaptación a fluctuaciones del medio radica en la presencia 
de múltiples sistemas reguladores capaces de detectar las condiciones externas, y ajustar la 
fisiología celular en función de las mismas (Cases et al., 2003a; Whitworth & Cock, 2009). 
Los mecanismos de regulación de la expresión génica pueden ser muy simples, como 
en el caso de los sistemas de un componente (OCS, One Component System), en los que 
una proteína reguladora contiene dominios de entrada y de salida, reconoce una señal y actúa 





un sistema de transducción de señales. En bacterias, existen distintos tipos de sistemas de 
transducción de señales que, dependiendo del mecanismo de transducción, se clasifican en: 
a. Sistemas de transducción que no implican fosforilación: 
¨ Sistemas regulados por un mensajero secundario intracelular: Por ejemplo, el AMPc, 
que está sintetizado por la adenilato ciclasa (AC) o, el di-GMPc generado por las 
proteínas diguanilato ciclasa (dominio GGDEF) y di-GMPc fosfodiesterasa (dominio 
EAL). Los dominios conservados GGDEF y EAL, denominados así por sus 
aminoácidos conservados, están presentes en otras proteínas con funciones 
similares como WspR y PvrR en P. aeruginosa. Otras proteínas con dominios 
similares a GGDEF, denominado HD-GYP, son capaces de hidrolizar directamente 
di-GMPc en dos moléculas de GMP (Normand et al., 2015). 
¨ Sistemas basados en la interacción proteína-proteína: Un representante de este tipo 
es el sistema de fijación de nitrógeno NifLA en Klebsiella pneumoniae, A. vinelandii 
y P. stutzeri donde la formación del complejo proteico NifL-NifA previene la 
activación transcripcional de promotores σN en condiciones de exceso de nitrógeno 
(Dixon, 1998; Martinez-Argudo et al., 2004). 
 
b. Sistemas de transducción basados en fosforilación: 
¨ Sistemas quimiosensoriales: Representan el grupo más estudiado de sistemas de 
transducción de señales en bacterias y suponen una versión sofisticada de los 
sistemas de dos componentes, a los que se suman un componente quimiorreceptor 
regulado por metilación (MCP, Methyl-accepting Chemotaxis Protein), y un 
adaptador (Wuichet & Zhulin, 2010). La mayoría de estas rutas modulan la 
quimiotaxis basada en flagelo a través de CheW y el TCS CheAY, pero también 
otras funciones celulares alternativas como la movilidad por twitching basada en pili 
tipo IV (a través de la ruta ChP) o la formación de biofilm (a través de la ruta Wsp) 
(Corral-Lugo et al., 2016; Persat et al., 2015). En P. putida KT2440 se han descrito 
tres rutas quimiosensoriales ortólogas a Che1, Wsp y Chp de P. aeruginosa, pero 
carece de Che2 que está asociada a virulencia (García-Fontana et al., 2013). Con 
un total de 27 quimioreceptores, algunos de los cuales, McpS, McpQ, McpP y McpG, 
responden ante determinados intermediarios del ciclo de Krebs y aminoácidos 








¨ Proteínas serina/treonina/tirosina quinasas (STYK): Son similares a HKs de 
eucariotas y la mayoría presentan hélices transmembrana capaces de detectar 
ligandos extracelulares. PknB es relevante en la supervivencia y patogénesis de 
Staphylococcus aeurus (Rakette et al., 2012). 
¨ Sistemas de dos componentes (TCS) son el grupo más abundante e implican una 
histidina quinasa y un regulador de respuesta (véase más adelante apartado 1.2.). 
 
El análisis de la distribución de histidina quinasas (HK) y reguladores de respuesta (RR) 
de sistemas de dos componentes en bacterias, ha revelado que: 1) el número de HKs y RRs 
aumenta ligeramente con el tamaño del genoma y 2) la cantidad de TCSs en los genomas 
bacterianos se correlaciona con el entorno en el que viven las bacterias de modo que los 
genomas más grandes requieren más sistemas de transducción de señales, al igual que la 
vida en el suelo (Galperin et al., 2010; Wassenaar et al., 2018). A diferencia del dominio 
Arqueas donde el número de HKs y RRs es muy distinto entre especies, especialmente en 
los metanógenos, los genomas bacterianos normalmente codifican un número similar de 
ambos componentes (Galperin et al., 2018). 
Hoy en día, la mayoría de los genomas bacterianos secuenciados pertenecen a los filos 
Proteobacterias (45 %), Firmicutes (32 %) y Actinobacteria (12 %), dentro de los cuales 
existen una variación en el contenido de HKs y RRs especialmente en microorganismos que 
viven en el suelo (Figura 2) (Wassenaar et al., 2018). La última actualización del censo de 
proteínas de transducción de señales en procariotas que reúne los datos de 555 genomas 
secuenciados (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Complete_Genomes/SignalCensus.html), marca 
que la tendencia general es de un número ligeramente superior de RRs que de HKs (Tabla 
1). En Proteobacterias, las especies del género Caulobacter, Burkholderia y Desulfovibrio, 
representantes de a-, b- y d-proteobacterias, presentan mayor variación en el número de HKs 
y RRs (62-50-64 HKs frente a 45-64-76 RRs, respectivamente), mientras que el número de 
estas proteínas reguladoras en g- y e-proteobacterias apenas difiere dentro de un mismo 







Figura 2. Distribución de proteínas de transducción de señales en diferentes filos bacterianos. 
En cajas rectangulares de un mismo color se representan los genes que codifican a histidina quinasas 
(HK, arriba) y a reguladores de respuesta (RR, abajo) dentro de un determinado filo bacteriano. Los 
filos fueron ordenados de mayor (arriba) a menor (abajo) según el número de genomas secuenciados 
(Wassenaar et al., 2018). 
 
En torno al 10 % del genoma de P. putida codifica proteínas que participan en la 
transducción de señales y en la regulación de la expresión génica (Martins dos Santos et al., 
2004a). La mayoría de las proteínas de transducción de señales contienen dominios histidina-
quinasa (HK) y la mitad de ellas posee actividad sensora. La cantidad de proteínas de 
transducción de señales se correlaciona en número con los reguladores de respuesta (RR) 
(Tabla 1). En Pseudomonas, la abundancia de proteínas de transducción de señales con 
respecto a las enterobacterias, les proporciona una enorme versatilidad y capacidad 









Tabla 1. Distribución de proteínas de transducción de señales en diferentes clases del filo 
Proteobacteria. HK: histidina quinasa; RR: regulador de respuesta; MCP: proteínas de quimiotaxis 
aceptoras de metilo; STYK: Serina/Treonina/Tirosina quinasa; GGDEF/EAL/HD-GYP: proteínas 
implicadas en el metabolismo del di-GMPc; AC: adenilato ciclasa implicada en el metabolismo del 
AMPc; Total: número de proteínas de traducción de señales (proteínas sensoras + reguladores de 
respuesta). Modificado de (Galperin et al., 2010). 
 Nº total de 
proteínas HK RR MCP STYK 
GGDEF/EAL/




5402 53 58 20 2 29 3 165 
Bradyrhizobium 
japonicum 
8317 92 96 35 4 42 35 304 
Caulobacter crescentus 3737 62 45 18 2 14 3 144 
Rhodopseudomonas 
palustris 
4813 66 54 29 5 42 7 203 
β-Proteobacteria 
Bordetella pertussis 3436 18 29 5 3 9 - 64 
Burkolderia cenocepacia 6477 50 64 21 4 26 1 166 
"-Proteobacteria 
Escherichia coli K12 4242 30 32 5 12 29 1 109 
Pseudomonas 
aeruginosa 
5567 63 64 26 8 45 2 208 
Pseudomonas putida 5350 67 67 27 5 41 1 208 
Salmonella enterica 4758 30 32 6 3 21 1 93 




3265 40 56 11 11 28 1 147 
Desulfovibrio vulgaris 3531 64 76 28 1 41 1 211 
#-Proteobacteria 
Helicobacter pylori 1576 4 9 4 1 - - 18 
Wolinella succinogenes 2044 39 48 31 2 26 1 147 
 
Las constantes fluctuaciones en el medio ambiente han supuesto la evolución de rutas 
de señalización que integran señales extracelulares y las transforman en respuestas rápidas 
y eficaces permitiendo la supervivencia de las bacterias (Cases, et al., 2003a; Whitworth & 
Cock, 2009). Dentro de los sistemas de señalización, muchas histidina quinasas pertenecen 
a sistemas de dos componentes (TCS) naturalmente agrupados en operones que incluyen los 
genes que codifican a la histidina quinasa y a su regulador de respuesta afín. El hecho de que 
P. putida, en comparación con otras enterobacterias como E. coli, posea un número tan 





continuos cambios del entorno donde habita. Habitualmente, los microorganismos en nichos 
estables codifican escasos y primitivos sistemas reguladores, mientras que microorganismos 
en un medio ambiente de condiciones cambiantes suelen poseer abundantes y sofisticados 
sistemas de detección y transducción de señales (Galperin, 2005). 
 
1.2. Los sistemas reguladores de dos componentes (TCS) 
La transducción de señales conlleva la conversión de estímulos físicos o químicos en 
respuestas biológicas generalmente mediante modificaciones en el patrón de expresión 
génica de un organismo. En bacterias, uno de los principales mecanismos especializados en 
responder a estímulos externos son los sistemas de dos componentes (TCSs) (Cheung & 
Hendrickson, 2010; Groisman, 2016; Hoch, 2000; Mascher et al., 2006; Stock et al., 2000). 
Los sistemas de dos componentes son la familia más grande de vías de transducción de 
señales en múltiples pasos (Gao & Stock, 2009). Aunque están presentes en los tres dominios 
de la vida (Archaea, Bacteria, Eukarya), en bacterias son más abundantes, y se estima que 
contienen más de una docena de TCS con una arquitectura bastante conservada (Barakat et 
al., 2011; Salvado et al., 2015). Los TCS suponen un mecanismo de supervivencia que 
regulan la fisiología bacteriana controlando procesos tales como la quimiotaxis (Kirby, 2009), 
la formación de biofilm (Parsek & Greenberg, 2005), la captación de nutrientes, la respuesta 
frente a estrés (Eguchi et al., 2011), el metabolismo central (Georgellis et al., 2001) o procesos 
de virulencia o resistencia a antibióticos (Kleerebezem et al., 1997). De hecho, y ante la 
necesidad de hallar nuevos medicamentos antimicrobianos, actualmente, se están abordando 
posibles usos terapéuticos de los sistemas de dos componentes como dianas farmacológicas, 
dado que la resistencia a muchos antibióticos está regulada por TCSs (Poole, 2012; Tiwari et 
al., 2017).  
 
1.2.1. Sistema de transducción de señales por transferencia de grupos fosforilo 
El prototipo más simple de un sistema de dos componentes en procariotas comprende 
una proteína sensora (histidina quinasa o HK), que detecta un estímulo medioambiental y 
provoca un cambio en el estado de fosforilación de un regulador de respuesta citoplásmico 
(RR). De esta forma, se desencadena una respuesta biológica, que se traduce en un cambio 
en el patrón de expresión génica, o un cambio en la dirección de rotación del flagelo, como 
en el caso de los sistemas quimiosensoriales regulados por la proteínas Che (Galperin et al., 





actúan como circuitos en los que intervienen una serie de dominios que monitorizan la entrada 
y salida de la señal medioambiental (Krell et al., 2010; Mascher, 2014). Por lo general, la 
proteína sensora contiene un dominio sensor N-terminal variable unido a un dominio 
transmisor histidina-quinasa conservado mientras que el regulador de respuesta presenta un 
dominio receptor N-terminal asociado a un dominio efector (Bourret & Silversmith, 2010; 
Cheung & Hendrickson, 2010; Groisman, 2016) (Figura 3). 
 
 
Figura 3. Esquema del prototipo de sistema de dos componentes bacteriano. La información del 
estímulo detectado fluye a través de los dominios (flechas discontinuas) y mediante reacciones de 
transferencia de grupos fosforilo (flechas continuas) desde el residuo de histidina (His) y aspártico (Asp) 
conservados. Las vías por las cuales la proteína sensora puede controlar al regulador de respuesta se 
representan con signos + (actividad quinasa) y – (actividad fosfatasa). En el dominio transmisor se 
indican los motivos conservados denominados cajas H, N, G1, F y G2. 
 
Estos sistemas de señalización conforman un mecanismo modular versátil controlado 
por reacciones de transferencia de grupos fosforilos donde el módulo transmisor de la proteína 
sensora puede controlar la actividad del elemento regulador positiva (actividad quinasa) o 
negativamente (actividad fosfatasa). En un control positivo se produce la autofosforilación de 
un residuo de histidina conservado en la proteína sensora en una reacción reversible, 
generando un intermediario de alta energía, que a su vez transfiere el grupo fosforilo a un 
residuo de aspártico del regulador de respuesta (Hess et al., 1988; Ninfa & Bennett, 1991; 
Sanders et al., 1992). Por otra parte, en un control negativo tiene lugar la desfosforilación del 
dominio receptor del RR afín, como consecuencia de la actividad fosfatasa de la proteína 
sensora, devolviendo al sistema al estado previo al estímulo (Ninfa & Magasanik, 1986; Song 
et al., 2004). Este control negativo es crítico, por ejemplo, en procesos como la regulación de 
la virulencia o la resistencia antibiótica en Salmonella entérica o E. coli. (Chamnongpol et al., 
2003; Kostakioti et al., 2009). Por ello, es esencial un preciso balance entre los procesos de 
fosforilación y desfosforilación del RR, para generar una respuesta ajustada (Gao & Stock, 





Además, se han descrito sistemas de dos componentes más complejos con una 
histidina quinasa híbrida, con un residuo de aspártico conservado en un dominio C-terminal 
adicional, en los que la fosfotransferencia al RR ocurre en varias reacciones consecutivas. En 
este caso interviene también una histidina fosfotransferasa (HPT): His1àAsp1àHis2àAsp2 
(Figura 4 B) (Hoch, 2000; Krell et al., 2010). Asimismo, se han identificado proteínas auxiliares 
encargadas de transmitir la señal a la proteína sensora, como fosfatasas específicas del RR 
y otros elementos que complementan el sistema (Atkinson & Ninfa, 1998; Hazelbauer & Lai, 
2010; Silversmith, 2010). Un ejemplo es la HK CheA en E. coli, que se acopla al 
quimiorreceptor de membrana Tar a través de la proteína de acoplamiento CheW. Los 
quimiorreceptores detectan las condiciones nutricionales del medio y transmiten la 
información a CheA, que finalmente promueve el swimming mediante movilidad flagelar hacia 
zonas con mayor concentración en nutrientes (Parkinson et al., 2015; Sourjik & Wingreen, 
2012; Wadhams & Armitage, 2004). 
Por otra parte, los microorganismos están expuestos constantemente a diferentes 
gradientes de estímulos ambientales lo que refuerza la hipótesis de que varios sistemas de 
dos componentes estén interconectados. Estudios recientes han postulado que los sistemas 
de señalización celular reflejan una elevada complejidad, dada la variedad de componentes 
que intervienen y sus interconexiones con otros sistemas reguladores a través de mecanismos 
de retroalimentación, comunicación cruzada o crosstalk (Eguchi et al., 2011; Olivera et al., 
2010). Tal es el caso de la proteína PmrD que conecta los TCSs PhoQ/PhoP y PmrB/PmrA 
en Salmonella entérica (Kato & Groisman, 2004; Kox et al., 2000) o de la proteína de 
membrana SafA que conecta EvgS/EvgA con PhoQ/PhoP en E. coli (Eguchi et al., 2007; Ishii 
et al., 2013). 
 
1.2.2. Proteínas sensoras en los TCS 
Las histidina quinasas (HKs) representan una amplia familia de proteínas implicadas en 
la transducción de señales caracterizadas por su diversidad en su arquitectura. Suelen ser 
proteínas sensoras integradas en membrana que presentan actividad quinasa mediante la 
cual transfiere el grupo fosforilo desde la molécula donadora, ATP, hasta un residuo de 
histidina único que reside en el dominio catalítico de unión a ATP. El domino catalítico (CA) 







Los mecanismos de transferencia de grupos fosforilos desde histidina quinasas hasta 
reguladores de respuesta han sido profundamente estudiados y pueden ser:  
a. Fosforilación directa en el dominio autoquinasa de HK y su transferencia inmediata al 
dominio receptor del RR, tipo PhoQ/PhoP (Figura 4 A). 
b. Phosphorelay o concatenación de múltiples reacciones de fosforilación. Por lo general, 
involucra cuatro eventos secuenciales de fosfotransferencia (His1àAsp1àHis2àAsp2) 
que pueden ocurrir dentro de dominios individuales de una proteína dada (tipo 
ArcB/ArcA o tipo TodS/TodT) (Figura 4 B y C) y/o entre varias proteínas 
independientes (tipo KinA/Spo0F/Spo0B/Spo0A) (Figura 4 D) (García Véscovi et al., 
2010; Krell et al., 2010; Wuichet et al., 2010). 
 
 
Figura 4. Mecanismos de fosforilación entre histidina quinasas y su regulador de respuesta. Se 
representa los diferentes métodos de fosforilación entre las HKs y los RRs. Puede ocurrir por 
fosforilación directa tipo PhoQ/PhoP (A), la transferencia de grupos fosforilos (P) entre un dominio 
autoquinasa (HisKA), un dominio receptor (REC) interno y un dominio de fosfotransferencia (HPT) tipo 
ArcB/ArcA (B), o intervienen dos dominios HisKA tipo TodS/TodT (C) o la presencia de varias proteínas 
independientes tipo KinA/Spo0F7Spo0B/Spo0A (D). TM: Dominios transmembrana, PAS: Dominio Per-
ARNT-Sim, HAMP: Dominio Histidine kinase, Adenylyl cyclase, Methyl-accepting protein and 





1.2.2.1. Clasificación estructural de HKs 
Las proteínas sensoras de los TCS suelen tener una organización modular de dominios 
conservados (K. Jung et al., 2012) en distintas configuraciones que generan una gran 
variabilidad en su organización topológica (Gao & Stock, 2009). Esta peculiaridad proporciona 
una sorprendente evolución con la constante adquisición de nuevas propiedades funcionales. 
El surgimiento de nuevos TCSs se debe, en gran medida, a la duplicación de genes y la 
combinación de dominios estructurales. Más del 70 % de las histidina quinasas duplicadas 
tienen dominios sensores completamente diferentes a sus parálogos más cercanos, lo que 
sugiere la combinación aleatoria de dominios con el fin de dotar a las bacterias de la capacidad 
de responder a una gama más amplia de estímulos ambientales (Alm et al., 2006; Capra & 
Laub, 2012). 
La mayoría de las histidina quinasas son proteínas transmembrana y contienen 
frecuentemente dos grandes dominios funcionales: un dominio de entrada o sensor y un 







Figura 5. Arquitectura de dominios en proteínas histidina quinasas en sistemas de dos 
componentes. A la izquierda, los diferentes tipos de dominios sensores [extracitoplásmicos (PASex 
PAS en tándem y a-hélices o helicoidal)], transmembrana (TM) y citoplásmicos (PAS y GAF)), los 
dominios responsables de la detección y transducción de la señal (HAMP y STAC) y los dominios de 
catalítico de unión a ATP (CA) y de dimerización (DHp). A la derecha, se esquematiza la localización 
celular de la estructura modular de una histidina quinasa y de su correspondiente regulador de 
respuesta. Los ligandos se indican mediante esferas verde y roja, H representa el residuo conservado 
de histidina y a1 y a2 las hélices homodiméricas del dominio DHp. Para representar los dominios de 
las HKs se emplearon las siguientes ID de PDB (CitA: 2J80 para PASex; KinD: 4JGO para PAS en 
tándem; TorS: 3O1H para a-hélices; Af1503: 2L7H para HAMP; NifA: 4G3K y CovS: 4I5S para GAF y 
PAS, respectivamente; HK853: 3DGE para los dominios CA y DHp). Modificado de (Zschiedrich et al., 
2016).  
 
1.2.2.1.1. Dominios sensores de HKs 
Se han descrito más de 14 tipos de dominios sensores en las HK y están presentes en 
todos los Dominios de la vida, percibiendo una extensa gama de estímulos. Los dominios PAS 
(Per-ARNT-Sim) y los dominios GAF (cGMP phosphodiesterase-Adenylyl cyclase-FhlA) son 
los mas abundantes, y constituyen las superfamilias más grandes de módulos sensores 
(Figura 5). 
a. Dominios PAS: Tienen una conservación en la secuencia de aminoácidos muy baja, 
lo que dificulta su anotación en las bases de datos, pero generalmente adoptan una 
estructura conservada formando un núcleo de láminas b antiparalelas flanqueadas por 
a-hélices (Möglich et al., 2009; Vreede et al., 2003). Originalmente, los dominios PAS 
se descubrieron como sensores intracelulares con regiones homólogas de 50 
aminoácidos a las proteínas Per, ARNT y Sim (de ahí su nombre) (Nambu et al., 1991; 
Ponting & Aravind, 1997; Zhulin et al., 1997). Sin embargo, recientes estudios han 
mostrado que adoptan un solo pliegue globular de 100 aminoácidos aproximadamente 
(Hefti et al., 2004). Además, se han identificado varios elementos extracitoplásmicos 
como los dominios PDC (PhoQ, DcuS, CitA) (Cheung et al., 2008), Cache 
(Anantharaman & Arvind, 2000) y el dominio con actividad fotoquímica LOV (Light-
Oxygen-Voltage), que son el resultado de la disposición en tándem de dos dominios 
PAS (Crosson et al., 2003). Los ligandos funcionales asociados a los dominios PAS 
suelen ser grupos hemo (tipo c o tipo b), flavín mononucleótido (FMN), flavín adenín 
dinucleótido (FAD), ácido 4-hidroxicinámico o ácido p-cumárico, ácidos carboxílicos 





metálicos divalentes y ciertos ácidos grasos (Henry & Crosson, 2011; Taylor & Zhulin, 
1999). 
b. Dominios GAF: Son dominios de unión a nucleótidos cíclicos (NMPc) como di-GMPc 
o AMPc que regulan la actividad catalítica de la mayoría de fosfodiesterasas y de 
adenilato ciclasas. Comparten estructura tridimensional con los dominios PAS 
sugiriendo un posible origen evolutivo común (Anantharaman et al., 2001; Ho et al., 
2000; Ponting & Aravind, 1997). 
c. Dominios TM (Transmembrane domains): Aunque los dominios TM de las HKs son 
necesarios para el anclaje en la membrana, y así convertir y transmitir la señal 
extracelular detectada por el dominio sensor extracelular hasta el dominio catalítico 
intracelular, en algunos casos se les atribuyen también funciones sensoriales. Tal es 
el caso de estímulos relacionados con el estrés en la membrana, en los que son 
capaces de detectar directamente la señal. 
  
Los dominios sensores presentan una estructura particularmente diversa y los 
mecanismos por los cuales interaccionan con los dominios histidina-quinasa son 
desconocidos (Bhate et al., 2015). No obstante, la construcción de quimeras ha demostrado 
ser una herramienta útil para caracterizar estructural y funcionalmente los sistemas de dos 
componentes (Capra & Laub, 2012; Ganesh et al., 2013; Mondéjar et al., 2012; Sepulveda & 
Lupas, 2017; Skerker et al., 2008; Utsumi et al., 1989). 
 
1.2.2.1.2. Dominios transductores de HKs 
Los dominios transductores acoplan los dominios sensoriales y catalíticos para una 
correcta transducción del estímulo, durante el proceso de conversión de señales ambientales 
en respuesta celulares. De este modo, la señal sensorial se transmite al dominio transmisor 
que a su vez modula la actividad del dominio de salida (catalítico) de la histidina quinasa. 
Muchas HKs y quimiorreceptores contienen uno o varios de estos dominios que representan 
extensiones directas de los elementos transmembrana (Zschiedrich et al., 2016). En la 
mayoría de los casos, la eliminación de los dominios transmisores interrumpe la conexión 
entre los motivos de entrada y salida, originando receptores incapaces de modificar su 
actividad tras la recepción de la señal (Hazelbauer et al., 2008). 
El más estudiado es el dominio HAMP (Histidine kinase, Adenylyl cyclase, Methyl-
accepting protein and Phosphatase) denominado así por su presencia en histidina quinasas, 





de aproximadamente 50 aminoácidos y desempeña un papel esencial en la transferencia de 
la señal extracelular en HKs transmembrana. No obstante, aún se desconoce por qué algunas 
HKs requieren de este dominio para su correcto funcionamiento y otras no (Dunin-Horkawicz 
& Lupas, 2010; Parkinson, 2010).  
Los dominios STAC (Solute carrier 5 (SLC)-Two component signal transduction 
Associated Component) tienen una localización similar al dominio HAMP (Figura 5). Sin 
embargo, a diferencia del dominio HAMP, conecta una región multitransmembrana particular, 
identificada como transportador de soluto 5 (SLC5), cuya estructura se asemeja a 
cotransportadores Na+/soluto, a una región en espiral cuya función aún se desconoce. Su 
función no está del todo clara, pero se especula que podría ser un sitio de entrada del estímulo 
como los dominios PAS o GAF, un modulador que transmite la señal entre dominios 
adyacentes, interaccionar con módulos de otras proteínas o regular el flujo de sustratos a 
través de las regiones TM. Este tipo de dominio se ha descrito recientemente en las HKs CbrA  
y CrbS de Pseudomonas (Korycinski et al., 2015; Sepulveda & Lupas, 2017; Zhang & Rainey, 
2008). 
 
1.2.2.1.3. Dominios catalíticos de HKs 
La región citoplásmica de las HKs tiene una alta conservación en la secuencia de 
aminoácidos, y comprende los dominios de dimerización y fosfotransferencia (DHp) y el 
catalítico de unión a ATP (CA) (Figura 5). En el dominio de fosfotransferencia, DHp 
(Dimerization and Histidine phosphotransfer domain), ocurren tres reacciones catalíticas: la 
autofosforilación en un residuo de histidina conservado, la transferencia del grupo fosforilo al 
RR y, en ciertas HKs bifuncionales, una reacción fosfatasa (Bhate et al., 2015). En su 
estructura se aprecia un paquete de cuatro hélices antiparalelas homodiméricas con dos 
largas hélices conectadas (a1 y a2), donde a1 (caja H) presenta el residuo de histidina 
susceptible de ser fosforilado (Marina et al., 2005; Mascher et al., 2006; Stock et al., 2000; 
Zschiedrich et al., 2016) (Figura 5). El dominio catalítico, CA (Catalytic ATP-binding domain) 
es reconocible por un conjunto de motivos conservados denominados cajas N, G1, F y G2, 
esenciales en la unión de Mg+2 y ATP (Bilwes et al., 2001; Marina et al., 2001; Parkinson & 
Kofoid, 1992). Las cajas G1 y G2 se asemejan a dominios de unión de nucleótidos ricos en 
glicina y están separadas por un espaciador de composición y longitud variable con el bloque 
F situándose entre ambas (Rossmann et al., 1974). En HKs canónicas, los dominios DHp y 





quinasa donde el proceso de autofosforilación tiene lugar cuando el ATP unido al dominio CA 
transfiere el grupo fosforilo al residuo de histidina conservado en DHp. 
En definitiva, la combinación de los diversos dominios anteriormente descritos hace que 
la arquitectura modular de las histidina quinasas sea tan extensa (Figura 6), y conlleva la gran 
versatilidad adaptativa que caracteriza a las bacterias de este género.  
 
 
Figura 6. Arquitectura modular de histidina quinasas con dominio SLC5 en diferentes 
organismos. Se esquematizan los siguientes dominios: SLC5, dominio de la familia de transportadores 
de soluto; STAC, dominio asociado a transportadores SLC5 de sistemas de traducción de señales; CC, 
hélice superenrollada; PAS y GAF, dominios de unión a ligando del pliegue de profilina; DHp, dominio 
de dimerización y fosfotransferencia; CA, dominio catalítico de unión a ATP; REC, dominio receptor en 
reguladores de respuesta; PP2CCc, proteína fosfatasa; GGDEF, diguanilato ciclasa (producción de c-
di-GMP); EAL, dominio fosfodiesterasa (degradación de c-di-GMP); DUF835, dominio de función 
desconocida. Adaptado de (Korycinski et al., 2015). 
 
1.2.2.2. Clasificación de HKs en función de la topología 
 Atendiendo a la localización y al mecanismo de detección y transducción de los 
estímulos (Mascher et al., 2006), las HKs pueden ser clasificadas en tres grupos: 
a. HKs extracelulares o de detección periplásmica: Contienen un dominio sensor 
extracelular que detecta solutos o nutrientes flanqueado por al menos dos hélices TM. 
La separación del dominio sensor y el dominio quinasa en dos compartimentos 





dominios TM. Esta topología es típica de HKs que detectan solutos o nutrientes como 
EnvZ, PhoQ o PrmB (Mascher et al., 2006) (Figura 7, Tabla 2). 
b. HKs transmembrana: La detección de la señal está vinculada a regiones 
transmembrana que abarcan de 2 a 20 hélices TM. Estas regiones TM están 
interconectadas por uniones intra- o extracelulares bastante cortas de modo que el 
dominio sensor, si lo tienen, no es muy evidente en este tipo de HK. La recepción del 
estímulo puede ocurrir en la región transmembrana en combinación con lazos cortos 
extracelulares o únicamente por medio de las hélices TM. Algunos estímulos están 
relacionados con las propiedades mecánicas de la envoltura celular (turgencia o estrés 
mecánico) mientras que otros estímulos implican gradientes iónicos o electroquímicos, 
presencia de compuestos que alteran la integridad de la membrana, procesos de 
transporte o quorum sensing. Ejemplos de esta clase de HKs son DesK, RegB y ComD 
(Mascher et al., 2006) (Figura 7, Tabla 2). 
c. HKs citoplásmicas. La señal detectada es intracelular y a menudo son solutos 
citoplásmicos, proteínas que informan del estado metabólico de la célula, estímulos 
difusibles o internos como O2 o H2 o señales transmitidas por sensores TM. Esta 
categoría engloba HKs ancladas a membrana tales como FixL o KdpD, o 
completamente solubles como NtrB (Mascher et al., 2006) (Figura 7, Tabla 2). 
 
 
Figura 7. Mecanismo de recepción de la señal en histidina quinasas. A. HKs sensoras 
periplásmicas. B. HKs con mecanismos sensores en la región transmembrana. C. HKs sensoras 
citoplásmicas solubles o ancladas a la membrana. El grupo fosforilo y el estímulo se representan con 
un círculo naranja y un rayo rojo, respectivamente. Las partes de las proteínas involucradas en la 





1.2.2.3. Clasificación de HKs en función de la naturaleza de la señal 
La enorme diversidad de señales ambientales y la constante evolución de su percepción 
a través de múltiples mecanismos celulares dificulta la identificación de esas señales 
reguladoras de los sistemas de dos componentes por lo que se han identificado relativamente 
pocas de ellas (Krell, 2015; Martín-Mora et al., 2018). La señal puede ser detectada por 
interacción directa con la proteína sensora mediante un dominio específico (Ligand Binding 
Domain, LBD) o bien a través de otras proteínas accesorias.  
Si el dominio que detecta la señal es el dominio PAS, la  señal puede interaccionar con 
éste de diversas formas (Krell et al., 2010): 
a. Unión de la señal a la cavidad del dominio PAS con diferentes grados de especificidad. 
Ejemplo: CitA/CitB que regula la expresión de genes de fermentación de citrato bajo 
condiciones anóxicas (Bott et al., 1995) (Tabla 2). 
b. Detección de la señal a través de un dominio PAS asociado a cofactores como flavín 
adenín dinucleótido (FAD), flavín mononucleótido (FMN) o grupo hemo tipo b o c 
unidos a su cavidad central. Ejemplos: FixL contiene un grupo hemo que posibilita la 
unión al oxígeno o MmoS cuyo dominio PAS se une a FAD con el cual detecta el 
potencial redox celular (Key et al., 2007b; Ukaegbu & Rosenzweig, 2009) (Tabla 2). 
c. Detección de la señal a través de un dominio PAS periplásmico. Un ejemplo es PhoQ 
cuya interacción proteína-membrana está mediado por iones metálicos. Determinados 
péptidos antimicrobianos desplazarían los iones metálicos unidos y liberarían el 
domino PAS estimulando de este modo la actividad quinasa de PhoQ (Bader et al., 
2005) (Tabla 2). 
d. La señal puede modular el estado oligomérico de la HK a través de la formación de 
enlaces disulfuro. Ejemplo: TCS ArcA/ArcB, donde ArcB alcanza su máximo nivel de 
actividad quinasa cuando dos residuos de cisteína, ubicados en su dominio PAS, son 
reducidos a través de la formación de enlaces disulfuros catalizados por quinonas 
(Malpica et al., 2004) (Tabla 2). 
 
Por otra parte, si la detección de la señal se realiza a través de regiones transmembrana 
(TM), es probable que no sea una molécula en particular la que desencadene la respuesta, 
sino determinadas alteraciones en la membrana ocasionados por factores como la 
temperatura o un cambio en la disposición lipídica, como en el caso de DesK (Cybulski et al., 
2004) (Tabla 2). Además, las bacterias han desarrollado mecanismos en los que la señal no 





Este mecanismo se denomina sistema de tres componentes y el creciente número de informes 
sugiere que dichos sistemas son más frecuentes de lo previsto inicialmente. Las proteínas 
accesorias incluyen proteínas de quimiotaxis que aceptan grupos metilo (Methyl-accepting 
Chemotaxis Protein, MCP) con regiones transmembrana y un LBD (Tar para CheA), una 
proteína accesoria citosólica (PII para la histidina quinasa NtrB) o una proteína accesoria 
periplásmica (LuxP para LuxQ) (Krell et al., 2010) (Tabla 2). 
La información recabada en la bibliografía sobre histidina quinasas sugiere que, aun 
compartiendo la misma topología y organización modular, tanto el mecanismo sensorial como 
la naturaleza de la señal son completamente diversos y difíciles de predecir. En la tabla 2, se 
muestra una breve selección de histidina quinasas cuya función está íntimamente relacionada 
con el metabolismo, la adaptación a cambios ambientales, la captación de nutrientes y la 
virulencia. La mayoría de las HKs de la tabla 2 contienen dominios PAS periplásmicos del tipo 
helicoidal o PDC y, en menor medida, del tipo LOV con actividad fotoquímica representado 
por la HK LovK. ArsS es el paradigma de HKs con dominio PAS periplásmico heicoidal que le 
proporciona una ventaja adaptativa a Helicobacter pylori para la colonización de ambientes 
extremadamente ácidos como el estómago (Tabla 2). Aparte de las HKs en cuyos dominios 
PAS reside la función sensora, es destacable otras HKs con dominios GAF quizás menos 
conocidas como DosS/DevS o KdpD que responden ante condiciones de hipoxia o 
concentración de iones esenciales como K+, respectivamente (Tabla 2). En otras HKs la 
función sensora radica en sus dominios TM a través de los cuales detectan fluctuaciones de 















Tabla 2. Selección de algunas histidina quinasas pertenecientes a TCS con señales 
caracterizadas. Con * se indican los dominios sensores presumibles de determinadas HKs. Entre 
corchetes se indica la proteína accesoria necesaria para la actividad de la histidina quinasa. 




ArcB Metabolismo aeróbico 
Adaptación a cambios en 
la tensión de O2 
Estado redox de quinonas PAS (Georgellis et al., 2001; 
Malpica et al., 2004) 
CitA Transporte y 
metabolismo anaeróbico 
del citrato 
Citrato PDC (Kaspar et al., 1999; 
Sevvana et al., 2008)  




Lee et al., 1999)  
DesK Fluidez de membrana. 
Síntesis de 
peptidoglicano 
Temperatura TM (Albanesi et al., 2009; 
Martin et al., 2009) 
TodS Degradación de 
derivados del benceno 
Tolueno, o-xyleno PAS (Busch et al., 2007; 
Silva-Jiménez et al., 
2015)  
DcuS Respiración anaerobia 
del fumarato 
Dicarboxilatos C4 (fumarato, 
succinato, malato, tartrato) 
PDC (Cheung & 
Hendrickson, 2008) 
AccS Catabolismo anaeróbico 
de compuestos 
aromáticos 
Estado redox de quinonas PAS (Valderrama et al., 
2019) 
MmoS Regulación mediada por 
cobre de la 
monooxigenasa soluble 
de metano  








(Moore & Hendrickson, 
2009)  
Adaptación a cambios ambientales 
EnvZ Osmoregulación Presión osmótica Periplásmico* (Cai & Inouye, 2002; 




ambientes de hipoxia 
Limitación de O2, CO y NO GAF (Cho et al., 2009; 
Podust et al., 2008) 
ComD Competencia genética. 
Tolerancia a estrés 
oxidativo. Resistencia a 
antibióticos. Formación 
de biofilm 
Péptido estimulante de la 
competencia (CSP) 
TM (Pestova et al., 1996; 
Zu et al., 2019)  
ArsS Colonización de 
ambientes ácidos. 
Ureasa 
pH ácido Periplásmico* (Muller et al., 2009; 
Pflock et al., 2004)  
EvgS Resistencia a ambientes 
ácidos. Biosíntesis de 
polisacáridos. 
pH ligeramente ácido 
combinado con Na+/K+ 
PAS* (Itou et al., 2009) 
LuxQ 
[LuxP] 
Quorum sensing Densidad celular, 
Autoinductor-2 
PDC (Neiditch et al., 2006) 





VanS Resistencia antibióticos Vacomicina Periplásmico* (Hutchings et al., 2006; 
Koteva et al., 2010)  
PmrB Modificación 
lipopolisacáridos (LPS). 
Homeostasis del hierro. 
Resistencia a polimicina 
B 
Fe+3 y Al+3 extracelular, pH 
ligeramente ácido 
Periplásmico (Perez & Groisman, 
2007; Wösten et al., 
2000)  
RegB Adaptación a cambios en 
la tensión de O2 
Estado redox ubiquinona y 
citocromo oxidasa cbb3 
TM (Swem et al., 2006; J. 
Wu et al., 2013)  
CpxA 
[CpxP] 
Respuesta a estrés en la 
envoltura celular 
Estrés en la pared celular 
(pH alcalino, NaCl, 




Periplásmico (Hunke et al., 2012; 
Martinez et al., 2016)  
KdpD Homeostasis intracelular 
de K+ 
Limitación de K+, fuerza 
iónica, niveles intracelulares 
de ATP 
GAF (Heermann & Jung, 
2010) 
Captación de nutrientes 
FixL Fijación de nitrógeno (N2) O2, CO y NO PAS (Key et al., 2007b) 
NtrB Asimilación de nitrógeno 2-oxoglutarato/glutamina PAS* (Jiang & Ninfa, 2009; 
Schumacher et al., 
2013) 
PhoR      
[Pst/ 
PhoU] 
Asimilación de fósforo Limitación de fósforo 
inorgánico (Pi) 
PAS (Hsieh & Wanner, 
2010; Makino et al., 
1989; Shi & Hulett, 
1999) 
DctB Captación de 
dicarboxilatos C4  
Dicarboxilatos C4  Doble PDC (Zhou et al., 2008) 
Virulencia 
BvgS Virulencia, formación de 
biofilm 
Temperatura, SO4-, ácido 
nicotínico, estado redox de 
quinonas 
PAS (Beier & Gross, 2006; 
Mishra et al., 2005)  
PhoQ Adaptación a ambientes 
ácidos. Virulencia 
Péptidos antimicrobianos, 
baja concentración de Mg+2, 
pH ácido 
PDC (Ishii et al., 2013; Wang 
et al., 2017)  
RetS Virulencia mediante los 
sistemas de secreción 








1.2.3. Elementos reguladores de respuesta (RR) 
El regulador de respuesta (RR) de los sistemas de dos componentes es el elemento 
clave para ejecutar una respuesta celular específica atendiendo al estímulo detectado por la 
histidina quinasa. Un aspecto común de los reguladores de respuesta es el dominio 
fosforeceptor tipo CheY (dominio REC), que recibe el grupo fosforilo procedente de la histidina 





un dominio efector asociado de elevada variabilidad (Figura 8). La superfamilia de RRs se 
divide en cinco clases basándose en el modo en el que el dominio efector ejerce su respuesta. 
Estas clases corresponden a RRs de unión a ADN (66 %), de unión a ARN (1 %), con actividad 
enzimática (8 %), de unión a proteínas (1 %) y de un solo dominio (23 %) (Figura 8). 
 
 
Figura 8. Clasificación de la superfamilia de reguladores de respuestas en bacterias. El gráfico 
circular representa la distribución porcentual de las principales clases y subclases de RRs. Los 
porcentajes de las correspondientes subclases dentro de cada grupo de RR se indican con barras 
horizontales y las estructuras de sus miembros más representativos en diagramas de cintas (el dominio 
REC en gris y el dominio efector en color). Para presentar los dominios efectores de los RRs se 
emplearon las siguientes ID de PDB (KdpE: 4KNY, RcsB: 5W43, LuxO: 5EP0, AgrA: 3BS1, AmiR: 
1QO0, WspR: 3BRE, CheB: 1A2O). Adaptado de (Gao et al., 2019).  
 
Aproximadamente el 70 % de los dominios efectores en los RR son dominios de unión 
a ADN (DBD, DNA Binding Domain), que se clasifican en cuatro subfamilias denominadas 
tipo- OmpR, NarL/LuxR, NtrC y LytTR (Gao et al., 2019; Gao & Stock, 2009; Zschiedrich et 
al., 2016) (Figura 8). Los dominios de unión a ADN más abundantes son del tipo hélice-giro-
hélice (HTH, Helix-Turn-Helix) o de tipo alado wHTH (winged HTH), representados en las 
subfamilias más grandes NarL y OmpR, respectivamente (Baikalov et al., 1996; Martínez-
Hackert & Stock, 1997). Otros tipos de DBD son el dominio Fis (Factor of inversion stimulation) 
fusionado directamente al dominio REC o conectado a un dominio AAA+ ATPasa, típico de la 





mayoría de RR exhiben estructuras cerradas como consecuencia de interacciones REC-DBD 
que los mantienen inactivos (Baikalov et al., 1996; Leonard et al., 2013). Sin embargo, cuando 
son fosforilados, se interrumpen estas interacciones REC-DBD y adoptan una conformación 
abierta compatible, que expone el DBD para que interaccione con secuencias específicas del 
ADN. Una vez se han unido al ADN estos reguladores modulan la activación transcripcional 
de las secuencias a las que se han unido.  
 
1.2.4. Sistema de dos componentes activadores de promotores dependientes de σN 
La transcripción, el primer paso en la expresión génica, es un proceso celular que ocurre 
en pasos sucesivos en los que interviene una compleja maquinaria celular. El paso inicial 
consiste en el reconocimiento del promotor y apertura de la doble hebra de ADN mediante la 
interacción de la ARN polimerasa (ARNP) con secuencias específicas del ADN. Las regiones 
promotoras albergan sitios de anclaje del complejo formado por las diferentes subunidades 
de la ARNP asociados a factores sigma (σ). Los factores σ se unen al núcleo de la ARN 
polimerasa (core o configuración a2bb’w) y dirige a la holoenzima (E-σ o configuración 
a2bb’wσ) a sitios específicos de las regiones promotoras con el fin de formar un complejo 
cerrado estable que imposibilita la transcripción (Browning & Busby, 2004, 2016).  
Los factores sigma de la ARNP se agrupan en dos clases en base a su naturaleza 
molecular y modo de acción: la familia tipo σ70 y la familia tipo σN (o σ54). Los factores σ70 
reconocen secuencias conservadas en el promotor, localizadas entre las posiciones -35 y -10 
respecto al inicio de transcripción (TSS, Transcriptional Start Site). Por otra parte, la familia 
σN está compuesta por un único representante, codificado por el gen rpoN, y se unen a 
secuencias centradas en las posiciones -24 y -12 respecto al inicio de transcripción cuya 
secuencia consenso es TGGCAC(A/G)-N4-TTGC(A/T) (Barrios et al., 1999). A esta clase de 
factores σ se le relaciona con la expresión de genes del metabolismo del nitrógeno y del 
carbono, modificación de ARN, quimiotaxis, fermentación y patogénesis (Buck et al., 2000; 
Lonetto et al., 1992; Reitzer & Schneider, 2001).  
Las familias de factores σ70 y σN difieren en su estructura y en el mecanismo de iniciación 
de la transcripción (Merrick, 1993). Mientras que en la mayoría de las bacterias se pueden 
hallar diversos tipos de factores σ70, no es habitual encontrar más de un tipo de σN en un 
mismo organismo (Buck et al., 2000). A diferencia de otras holoenzimas como ARNP-σ70, la 
holoenzima ARNP-σN es incapaz de promover su isomerización espontánea al complejo en 
abierto en el promotor requerido para iniciar la transcripción, requiriendo por tanto el concurso 





Danson et al., 2019; Glyde et al., 2017, 2018). La activación de la transcripción ocurre a 
distancia gracias al reclutamiento de activadores transcripcionales denominados EBP 
bacterianos (bEBPs, bacterial Enhancer Binding Proteins) o proteínas de unión a 
potenciadores, que catalizan la isomerización del complejo cerrado en abierto, proceso que 
precisa la hidrólisis de ATP (Gao et al., 2020; Wigneshweraraj et al., 2008; Zhang et al., 2002). 
A menudo, proteínas accesorias que pliegan el ADN, como la proteína IHF (Integration Host 
Factor), contribuyen en cierta medida a la formación del complejo abierto, proporcionando una 
topología adecuada para favorecer la interacción entre las bEBP y la ARNP (Bush & Dixon, 
2012; Danson et al., 2019; Gao et al., 2020; Glyde et al., 2017, 2018) (Figura 9). 
 
 
Figura 9. Mecanismo de activación de la transcripción de promotores dependientes del factor 
σN. El factor σN dirige la unión de la ARN polimerasa (ARNP) a la unión a secuencias conservadas -24 
y -12 con respecto al inicio de transcripción (TSS, +1). Arriba, la holoenzima (ARNP-σN) forma un 
complejo cerrado en el cual el ADN permanece en doble cadena. Centro, la intervención de la proteína 
IHF establece un lazo en el ADN que facilita una interacción más estable entre las proteínas de unión 
a potenciadores bacterianos (bEBPs) y la holoenzima.  Abajo, el activador cataliza la isomerización del 
complejo cerrado a complejo abierto en una reacción que requiere la hidrólisis de ATP. De este modo, 
el ADN próximo al sitio de inicio de transcripción se desnaturaliza y una de las hebras es usada como 





Como paradigma de regulador transcripcional de promotores dependientes de σN, 
destaca NtrC. Aparte de contener un dominio receptor y un dominio de unión a ADN, una 
peculiaridad de este tipo de activadores es la presencia de un dominio central AAA+ ATPasa 
(De Carlo et al., 2006). En el proceso de formación del complejo abierto, el dominio AAA+ 
ATPasa es el responsable de inducir su oligomerización en una reacción dependiente de ATP 
y con la energía producida, remodelar el complejo cerrado a una configuración 
termodinámicamente favorable (Figura 10) (Gao et al., 2020; Weiss et al., 1991). 
Simultáneamente, el dominio de unión a ADN dirige esta actividad a un promotor específico.  
 
 
Figura 10. Mecanismo de activación de reguladores de respuesta tipo NtrC. Se muestran cómo la 
fosforilación del dominio receptor (R) conlleva cambios conformacionales en los bucles GAFTGA del 
dominio central AAA+ ATPasa (C, esfera roja) y del dominio de unión a ADN (D, óvalos azul y morado) 
permitiendo el ensamblaje de las diferentes unidades e inicio de la transcripción. Los dímeros de NtrC 
se unen al ADN y una vez activados, reclutan un dímero adicional para la oligomerización. Los dominios 
D se encuentran en la parte inferior del anillo mientras que los bucles GAFTGA están en contacto con 
el factor σN (naranja) desde la parte superior. Tras la liberación del fosfato, los bucles se desenganchan 
del factor σN lo que favorece el inicio de la transcripción. Modificado de (Bush & Dixon, 2012). 
 
En otros grupos de bEBPs, el dominio central AAA+ ATPasa está totalmente conservado 
y difieren en el dominio receptor y su modo de regulación. Algunos ejemplos de bEBPs 
también pertenecientes a sistemas de dos componentes son el regulador del transporte de 
ácidos C4-dicarboxílicos, DctD (grupo I, estructuralmente equivalente a NtrC) y la proteína 





proteína-proteína son la proteína reguladora de la fijación de nitrógeno NifA (grupo III) y la 
proteína de choque de fago F PspF (grupo IV) mientras que las proteínas reguladoras del 
catabolismo del xileno, XylR, y de fenoles, DmpR (grupo II) comprenden sistemas de un 
componente (Bush & Dixon, 2012; Studholme & Dixon, 2003). 
 
1.3. El sistema de dos componentes CbrAB 
El sistema de dos componentes CbrAB es exclusivo de la familia Pseudomonadaceae 
y participa en procesos de adaptación nutricional, dotando a las bacterias de una 
extraordinaria versatilidad metabólica. Se describió por primera vez en Pseudomonas 
aeruginosa  como un sistema de regulación implicado en la utilización jerárquica de diversas 
fuentes de carbono (Nishijyo et al., 2001) y participa también en procesos fisiológicos 
importantes como la interacción de la bacteria con el medio ambiente que determina su estilo 
de vida, procesos de quimiotaxis o resistencia a diversos metales (Amador et al., 2010). A 
fecha de hoy, no se han descrito sistemas ortólogos y la señal activadora del sistema no ha 
sido identificada, aunque algunos autores sugieren que podría estar relacionada con el 
balance C:N (Nishijyo et al., 2001; Valentini et al., 2014). 
 Sus dos componentes principales, la histidina quinasa CbrA y el activador 
transcripcional CbrB, presentan una identidad del 34 % y 45 % en la secuencia de 
aminoácidos, respectivamente, con los elementos del sistema de asimilación de nitrógeno 
NtrB y NtrC, que controla la asimilación de nitrógeno (Zhang & Rainey, 2008). Se ha descrito 
que ambos sistemas reguladores están interconectados, como demuestra el hecho de que 
mutaciones que confieren una actividad constitutiva de ntrB y ntrC supriman el fenotipo de un 
mutante Δcbr en P. aeruginosa (Itoh et al., 2007; Li & Lu, 2007). 
 
1.3.1. La proteína sensora CbrA 
CbrA es una histidina quinasa atípica que funciona como regulador global del 
metabolismo del carbono, la utilización de diversos aminoácidos como fuente de carbono y/o 
nitrógeno, procesos de virulencia o la resistencia a antibióticos (Amador et al., 2010; Li & Lu, 
2007; Nishijyo et al., 2001; Quiroz-Rocha et al., 2017a; Valentini et al., 2014; Yeung et al., 
2011). La principal diferencia con la proteína citosólica NtrB, es la presencia de una gran 
región en su extremo N-terminal (Nt) que contiene 13 dominios transmembrana que mantiene 
a CbrA anclada a la membrana periplásmica. Aunque inicialmente CbrA se asoció con el grupo 





estudios han demostrado que esta región participa en el transporte de histidina (Zhang et al., 
2015). 
En P. putida, CbrA representa una novedosa familia de receptores HK ya que su 
estructura sugiere un acoplamiento entre los procesos de señalización y de transporte de una 
molécula. Su arquitectura modular se asemeja a algunas HKs descritas en Teredinibacter 
turnerae (Figura 6). En base a análisis bioinformáticos, en su estructura se distinguen varios 
dominios conservados (Figura 11):  
 
 
Figura 11. Diagrama de los dominios conservados en CbrA de P. putida KT2440. En la parte 
superior, se muestra CbrA con las posibles cajas conservadas (H, X, N, G1, F, G2) en el dominio 
transmisor de su extremo carboxilo. Los números representan la posición de los aminoácidos de la 
proteína respecto al ATG. En la parte inferior, se representan esquemáticamente los dominios que 
presenta CbrA: en su extremo N-terminal se encuentra la región transmembrana que conforma el 
dominio SLC5 y adyacente a éste el dominio STAC; en su región C-terminal se hallan los dominios 
PAS, DHp y CA. 
 
a. Dominios transmembrana (TM). La predicción de estructura secundaria aportada por 
los programas SOSUI (http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/) y RHYTHM 
(http://proteinformatics.charite.de/rhythm/) en base a la secuencia de aminoácidos, 
sugiere la presencia de un total de 13 dominios TM conectados por bucles hidrofílicos 
para P. putida y de 14 para P. aeruginosa. Estos dominios localizados en su extremo 
N-terminal guardan similitud con la familia de transportadores SLC5 (SoLute Carrier 5) 
y el transportador simporte de Na+/prolina PutP de E. coli. Esta clase de proteínas 
pertenecen a la familia de transportadores simporte Na+/soluto (dominio SSSF) que 
usan la energía libre generada en gradientes electroquímicos para mediar la entrada 
de solutos a través de la membrana (Abramson & Wright, 2009; Jung, 2002; Jung et 





número variable de hélices transmembrana, cuando se hallan asociados a STAC 
siempre tienen 13 TM, al igual que CbrA de P. putida KT2440 (Sepulveda & Lupas, 
2017). 
b. Dominio STAC. Pequeño dominio ubicado entre los dominios TM y el dominio catalítico 
C-terminal, que, según análisis estructurales y bioinformáticos, podría regular el 
transporte de alguna molécula a través del simporte Na+/soluto (Korycinski et al., 2015; 
Muzhingi et al., 2018). CbrA, junto a CrbS, son los únicos sistemas de dos 
componentes con dominios STAC que han sido caracterizados experimentalmente 
hasta el momento (Sepulveda & Lupas, 2017). 
c. Dominio PAS. En los sistemas de dos componentes el dominio PAS está destinado a 
la recepción de un amplio rango de estímulos mediante diversos mecanismos. En 
CbrA, se ubica en la región citosólica, próximo al extremo C-terminal (Ct). 
d. Dominio DHp. Junto al dominio CA, conforman el comúnmente conocido como dominio 
histidina-quinasa (HisKA). Este dominio incluye el residuo de histidina susceptible de 
fosforilación en la posición His-766 para CbrA (caja H) y también dos a-hélices (caja 
X) requeridas para la dimerización de la proteína. 
e. Dominio CA. Es el dominio que cataliza la autofosforilación de CbrA, también conocido 
como dominio HATPasa. Este dominio alberga motivos de secuencia conservada 
anotadas como cajas N, G1, F y G2 (Parkinson & Kofoid, 1992). Mientras que 
mutaciones en las cajas N, G1 y G2 suprimían la actividad autoquinasa, determinadas 
mutaciones en las cajas N y G1 mantenían la actividad fosfatasa, descartando la 
participación de las cajas N y G1 en dicha función (Kanamaru et al., 1989; Yang & 
Inouye, 1993; Zhu & Inouye, 2002). 
 
1.3.2. El elemento regulador CbrB 
CbrB es un activador transcripcional perteneciente al tercer grupo más grande de 
reguladores de respuesta de unión a ADN, concretamente, a la subfamilia NtrC constituida 
por factores de transcripción de promotores dependientes del factor σN (Moret & Segovia, 
1993). Esta clase de RR oligomerizan cuando son fosforilados, a estados de orden superior 
(hexámeros, heptámeros, etc.), adquiriendo estructuras en anillo que inducen la formación de 
complejos abiertos con la ARN polimerasa (Batchelor et al., 2009). CbrB es un activador 
dependiente de σN bastante peculiar puesto que in vitro es capaz de activar la transcripción 
de sus genes dianas hasta un 40 %  sin estar fosforilado (García-Mauriño et al., 2013). Al igual 
que en P. aeruginosa, la proteína ortóloga a CbrB en P. putida posee tres dominios 






Figura 12. Diagrama de los dominios conservados en CbrB de P. putida KT2440. En la parte 
superior, se muestran los motivos de Walker (A, B) ubicados en el dominio central de CbrB. Los 
números representan la posición de los aminoácidos de la proteína respecto al ATG. En la parte inferior, 
se representan los dominios que presenta CbrB: en el extremo N-terminal se encuentra el dominio 
receptor (REC), en la región central el dominio AAA+ ATPAsa y en el extremo C-terminal el dominio de 
unión a ADN tipo HTH. 
 
a. Dominio REC. Situado en su extremo N-terminal, es el dominio receptor de la señal 
detectada por la proteína sensora que determina la especificidad del regulador de 
respuesta. Contiene el residuo conservado de aspártico (Asp-52) susceptible a 
fosforilación por CbrA y ejerce un papel regulador sobre el dominio central a menudo 
a través del control de la oligomerización (Barroso et al., 2018; Bush & Dixon, 2012; 
Ghosh et al., 2010; Rappas et al., 2007). 
b. Dominio AAA+ ATPasa. Es el dominio central de CbrB implicado en la interacción entre 
el activador y el factor σN de la ARN polimerasa. Presenta los motivos de unión de 
nucleótidos Walker A (GESGTGKE) y Walker B (ADGGTLFLDE) en las posiciones 
180-187 y 243-252, respectivamente, implicados en la unión e hidrólisis de ATP. 
Además, guarda un 56 % de identidad de secuencia de aminoácidos con el mismo 
dominio de NtrC. 
c. Dominio HTH. Corresponde al dominio de unión a ADN y se localiza en su extremo Ct. 
 
1.3.3. Control global por CbrAB 
CbrB regula la asimilación y metabolismo de algunos aminoácidos y otras fuentes de 
carbono en distintas especies del género Pseudomonas (Amador et al., 2010; Li & Lu, 2007; 
Nishijyo et al., 2001; Zhang & Rainey, 2008). En P. fluorescens SBW25 se ha descrito además 
que el operón de asimilación de histidina (hut) está sujeto a una doble regulación en función 
de si la histidina actúa como fuente de carbono o nitrógeno. En este sistema, si la histidina es 
utilizada como fuente de carbono, la asimilación se activa por CbrB desde un promotor 





activada por CbrB o NtrC desde un promotor dependiente de s70 (Zhang & Rainey, 2008). En 
P. aeruginosa se ha descrito también un doble control por los sistemas CbrAB y NtrBC para 
la asimilación de aminoácidos ramificados (prolina, leucina, isoleucina, valina) y de aminas 
cuaternarias como colina en la adaptación a entornos hiperosmóticos que constituyen 
ejemplos donde la función de CbrB y NtrC pueden suplirse (Amador et al., 2010; Li & Lu, 2007; 
Sánchez et al., 2017).  
En nuestro grupo de investigación se han realizado estudios transcriptómicos en P. 
putida mediante microarrays, sobre el control global de CbrB, en un medio definido con una 
mezcla de 21 aminoácidos, que garantizaba la activación específica de las rutas catabólicas 
correspondientes (Amador et al., 2010). De este trabajo se estableció una interacción del 
sistema regulador con el metabolismo del carbono, mediante la activación de la isocitrato 
deshidrogenasa (PP4012) y la represión de la isocitrato liasa (aceA, primera enzima en derivar 
hacia el ciclo del glioxilato), que explicaría el fenotipo de deficiencia en crecimiento en citrato 
del mutante ΔcbrB. El TCS CbrAB no solo controla la asimilación y metabolismo de 
aminoácidos como fuentes de carbono y/o nitrógeno, sino también ciertas funciones 
fisiológicas como la tolerancia a estrés, la adhesión celular, la motilidad o la quimiotaxis. En 
estas categorías se identificaron genes implicados en la biosíntesis y exportación de 
polisacáridos que contribuyen a la adherencia bacteriana como lapF, otros codificaban 
componentes estructurales del flagelo como fliC y flgl o genes de quimiotaxis como cheW. 
Estos datos fueron validados mediante RT-qPCR, que confirmarían su regulación, aunque no 
descartaron una posible regulación indirecta a través del sistema Cbr (Amador et al., 2010). 
CbrB también participa en la utilización de azúcares a través la ruta Entner-Doudoroff y la 
degradación de benzoato, mediante la regulación de genes que a su vez están reprimidos 
traduccionalmente por la proteína Crc. Entre ellos, se encuentra el gen zwf que codifica a la 
enzima glucosa 6-P deshidrogenasa, que cataliza la conversión de glucosa-6P en 6-
fosfogluconato, o el operón benABCD cuyos niveles aparecieron alterados en un fondo ΔcbrB 
sugiriendo la conexión entre ambos sistemas reguladores (Amador et al., 2010; Collier et al., 
2001; del Castillo & Ramos, 2007; Hernández-Arranz et al., 2012).  
Estudios en nuestro grupo de la interacción directa in vivo de CbrB con las secuencias 
promotoras que regula en P. putida mediante ChIPseq, han demostrado que CbrB controla 
directamente al menos 61 genes (Barroso et al., 2018). De ellos, un 20 % participa en 
funciones reguladoras como es el caso de los ARN reguladores CrcZ y CrcY (Barroso et al., 
2018; García-Mauriño et al., 2013). También parece interaccionar con otros genes de 
funciones diversas como porinas o transportadores (20 %), enzimas metabólicas (16 %), 





caracterizada (38 %). Entre estos últimos, el operón PP2810-13 ha sido objeto de estudio 
dada su elevada similitud estructural con bombas de extrusión tipo RND que expulsan 
compuestos potencialmente tóxicos para la célula (Barroso et al., 2018). 
La activación directa de los ARN reguladores CrcZ y CrcY por CbrB provoca un efecto 
muy relevante en el proceso de represión catabólica mediada por Hfq/Crc en Pseudomonas, 
que describiremos más adelante. La elevada expresión de estos ARNs, que son reconocidos 
por las proteínas Hfq/Crc en motivos ricos en adeninas, tiene un efecto inhibidor en la actividad 
de las mismas, impidiendo por lo tanto su función en condiciones de crecimiento no represoras 
(exceso de carbono) (Moreno et al., 2009b; Sonnleitner et al., 2009; Sonnleitner & Bläsi, 2014) 
(véase más adelante apartado 1.4.1.). En P. putida, CrcZ y CrcY se expresan principalmente 
desde los promotores PcrcZ y PcrcY dependientes de sN y son directamente activados por CbrB, 
pero tienen además una expresión residual desde otros dos promotores s70 que se localizan 
en las pautas de lectura abiertas situados aguas arriba. Los transcritos largos procedentes de 
la transcripción read-through son inmediatamente procesados para dar lugar a ARNs 
mensajeros idénticos a los generados a partir de PcrcZ y PcrcY. Esto garantiza unos niveles 
basales elevados de los ARNs reguladores en condiciones de represión catabólica que 
suponen un mecanismo de protección frente a un exceso de represión por Hfq/Crc (García-
Mauriño et al., 2013; Hernández-Arranz et al., 2016). 
Todos estos datos permiten situar al sistema CbrAB en una posición superior a nivel 
regulatorio controlando directa o indirectamente diferentes aspectos de la fisiología bacteriana 
que conllevan cambios en los flujos metabólicos precisos para una óptima adaptación al medio 
ambiente. 
 
1.4. Otros sistemas reguladores de la asimilación del carbono en Pseudomonas 
La capacidad de P. putida para colonizar nichos ecológicos de muy diversa naturaleza 
depende de una coordinada expresión génica por un gran número de mecanismos 
reguladores codificados en su genoma. El metabolismo bacteriano está sujeto a diferentes 
niveles de regulación que van desde la regulación transcripcional y la degradación del ARNm 
hasta la regulación traduccional y la consiguiente modificación y activación de una proteína 
sintetizada. La compleja red de regulación del proceso de asimilación jerárquica de diversas 
fuentes de carbono en Pseudomonas se extiende más allá del sistema de dos componentes 
CbrAB, e incluye otros sistemas de control transcripcional como los factores sigma 
extracitoplásmicos del tipo ECF, o elementos de regulación post-transcripcional como el 





El control transcripcional de la expresión génica está condicionado por la participación 
de los distintos factores sigma que intervienen en la formación del complejo cerrado junto a la 
ARN polimerasa, y que aportan la especificidad en el reconocimiento del promotor. El factor 
σ vegetativo RpoD (σ70) es quien controla la expresión basal de la mayoría de los genes 
durante el crecimiento exponencial, pero las bacterias del género Pseudomonas contienen 
además un elevado número de factores σ alternativos funcionando como reguladores 
transcripcionales en respuestas a señales medioambientales concretas (Gruber & Gross, 
2003). Determinados factores sigma alternativos como los factores σ de función citoplásmica 
(ECFs) suponen un mecanismo regulador ventajoso para generar una respuesta rápida frente 
a fluctuaciones ambientales (Potvin et al., 2008). 
 
1.4.1. Represión catabólica y modelo de regulación ejercida por Hfq/Crc 
Las bacterias ambientales de estilo de vida libre y metabólicamente versátiles como P. 
putida albergan sistemas de regulación global que hacen posible asimilar selectivamente los 
nutrientes preferidos entre una mezcla de fuentes de carbono mediante un proceso de control 
denominado represión catabólica de carbono (CCR, Carbon Catabolite Repression) (Görke & 
Stülke, 2008; Rojo, 2010). En Pseudomonas, la CCR está controlada por el complejo proteico 
Hfq/Crc, cuya actividad está modulada por la presencia los ARN reguladores CrcZ y CrcY en 
P. putida (Moreno et al., 2012) o CrcZ, CrcY y CrcX en P. syringae (Filiatrault et al., 2013). 
Aunque inicialmente Crc se describió como una proteína de unión a ARNm (Moreno et al., 
2007), el análisis de la estructura cristalizada en P. aeruginosa y ensayos de retardo en gel 
con preparaciones de Crc de mayor pureza descartaron la existencia de una zona de unión al 
ARNm (Milojevic et al., 2013). Por otro lado, Hfq es una chaperona hexamérica de ARN con 
amplias funciones reguladoras que van desde la riboregulación hasta la represión traduccional 
de ARNm (Kavita et al., 2018; Vogel & Luisi, 2011). Hfq actúa como catalizador en la unión 
de un ARNp a su ARNm diana de modo que puede reprimir o activar la traducción 
dependiendo si el sitio de unión del ribosoma (RBS, Ribosome Binding Site) queda 
enmascarado o expuesto, respectivamente. Asimismo, Hfq estabiliza y protege a los ARNs y 
en determinadas ocasiones interacciona con la ARNasa E y otros componentes del 
degradosoma facilitando la degradación de ciertos ARNms (De Lay et al., 2013; Sauer, 2013).  
Más allá de su relevante papel en represión catabólica, Crc junto a Hfq también modula 
procesos como la formación de biofilm (O’Toole et al., 2000), la producción de piocianina 
(Hester et al. 2000a; Huang et al., 2012) y ramnolípidos (Yang et al., 2015), quorumg sensing 





al., 2015) y la resistencia a antibióticos (Linares et al., 2010). Hallazgos recientes han descrito 
que Hfq se une a más de 600 transcritos nacientes a menudo en cooperación con Crc 
llegándose a considerar el regulón de Crc como un subconjunto del extenso regulón de Hfq 
(Kambara et al., 2018). 
El modelo actual de regulación post-transcripcional del complejo Hfq/Crc establece la 
unión de Hfq a motivos ricos en adeninas denominada secuencia de actividad catabólica (CA), 
localizada en el extremo 5’ del ARNm diana, y cuya secuencia consenso correspondiente es 
AAnAAnAA, donde n indica cualquier nucleótido (Moreno et al., 2009b; Sonnleitner & Bläsi, 
2014). Según este modelo, la posterior unión del regulador central Crc a Hfq promueve la 
formación de un complejo más estable que impide la formación del complejo ternario 30S-
ARNtMet-ARN y, por consiguiente, la inhibición completa de la traducción del ARNm diana 
(Moreno et al., 2015; Sonnleitner et al., 2018) (Figura 13). No obstante, aún no se ha 
identificado una zona potencial de interacción entre Crc y Hfq ni tampoco un sitio específico 
de unión de Crc al ARNm (Moreno et al., 2015). 
 
 
Figura 13. Mecanismo de regulación post-transcripcional del complejo Hfq/Crc en P. putida. En 
presencia de fuentes de carbono preferenciales, el fenómeno de represión catabólica se manifiesta a 
través de la represión traduccional efectuada por el complejo Hfq/Crc. Hfq se une a secuencias aguas 
arriba de la Shine-Dalgarno (SD) de determinados ARNm diana y, tras la estabilización con Crc, se 
inhibe la formación del complejo de iniciación de la traducción. Cuando se agotan las fuentes de 
carbono preferenciales, se incrementan los niveles de los ARNs CrcZ y CrcY que secuestran a Hfq y, 





CrcZ y CrcY funcionan como interruptores moleculares del control de la represión 
catabólica de modo que cuando las fuentes de carbono preferenciales se consumen, estos 
ARNs reguladores se sobreexpresan y secuestran al complejo Hfq/Crc permitiendo así la 
traducción de sus ARNm diana (Sonnleitner et al., 2009, 2017; Sonnleitner & Bläsi, 2014) 
(Figura 13). Las condiciones de máxima represión catabólica en P. putida han sido detectadas 
en un medio rico LB donde la expresión de CrcZ y CrcY se reduce considerablemente y las 
condiciones de mínima CCR en fuentes no preferenciales como histidina y oxalacetato 
(Monteagudo-Cascales et al., 2019; Moreno et al., 2012; Moreno & Rojo, 2008). Aunque se 
desconoce la señal molecular clave en la CCR, se ha observado una expresión diferencial de 
CrcZ y CrcY en función de la fuente de carbono (Valentini et al., 2014) y la temperatura 
(Fonseca et al., 2013). 
La regulación global que ejerce Crc es bastante compleja al ocurrir en varios niveles 
reprimiendo reguladores transcripcionales y reguladores post-transcripcionales. Por tanto, los 
efectos indirectos derivados de estos reguladores aumentan la complejidad de predicción de 
la actividad post-transcripcional de Hfq/Crc. No obstante, la conexión entre dos procesos 
regulatorios en P. putida aparentemente no relacionados como son el sistema de asimilación 
de carbono CbrAB mediante la activación transcripcional de CrcZ y CrcY con el regulador 
central Hfq/Crc, lo hace especialmente atractivo para entender el fenómeno global de CCR. 
 
1.4.2. Factores sigma-antisigma: SigX 
Los factores sigma de función extracitoplásmica (σECF, Extracytoplasmic Function) 
pertenecientes a la IV subfamilia de factores σ70, constituyen el grupo más diverso de factores 
sigmas alternativos. Hasta 1994 no fueron identificados por (Lonetto et al., 1994) y su 
denominación hace referencia a su papel en la respuesta a estímulos provenientes de la 
membrana citoplásmica o del exterior celular. En estructura son relativamente pequeños y 
simples puesto que comparten dos (σ2 y σ4) de cuatro dominios funcionales conservados 
presentes en otros factores σ. En el reconocimiento específico de la secuencia de unión del 
factor sigma al promotor, los dominios σ2 y σ4 se unen a las cajas conservadas en las 
posiciones -10 y -35, respectivamente, respecto al TSS (Helmann, 2002). La enorme cantidad 
de factores que albergan las bacterias, cada uno de los cuales reconoce distintos promotores, 
les permiten expresar genes específicos en función de las condiciones externas (Edgar et al., 
2014; Gruber & Gross, 2003; Paget & Helmann, 2003).  
Con frecuencia, los factores σECF son regulados negativamente por sus 





de modo que sólo se activan en condiciones específicas de crecimiento o respuesta a 
estímulos ambientales incluido estrés de membrana o pared celular, niveles de hierro o el 
estado de oxidación (Ho & Ellermeier, 2012). Además, suelen estar codificados por genes 
adyacentes a sus respectivos factores anti-σ en la misma unidad transcripcional e incluso 
solapados en una orf (Staroń et al., 2009). La unión del factor σ con el factor anti-σ proporciona 
un sofisticado mecanismo de control adicional de la actividad transcripcional de determinados 
promotores. En condiciones en las que el sistema no está activo, el factor σ se halla 
secuestrado y asociado a su respectivo factor anti-σ. En condiciones inductoras, esas 
interacciones proteína-proteína desaparecen de modo que el factor σ queda liberado para 
iniciar una cascada de regulación (Butcher et al., 2008; Helmann, 2002; Mascher, 2013) 
(Figura 14). Sin embargo, existen escasos casos en los que las interacciones σ/anti-σ hayan 
sido caracterizadas a nivel molecular (Edgar et al., 2014).  
 
 
Figura 14. Esquema general del mecanismo de transducción de señales dependiente de factores 
σECF. En ausencia de estímulo (derecha), el factor σECF se halla secuestrado por el factor anti-σ que 
generalmente es una proteína de membrana, aunque también puede ser una proteína soluble. Cuando 
se percibe un determinado estímulo (izquierda), el factor σECF queda liberado mediante diferentes 
mecanismos (proteolisis, cambios conformacionales, etc.) para unirse al núcleo de la ARN polimerasa 
e iniciar la transcripción de genes específicos. El factor σECF, el factor anti-σ y los procesos asociados 
se representan en verde y azul, respectivamente. La ARNP se indica en color gris junto a sus cuatro 





P. putida codifica en su genoma un elevado número de factores sigma ECF, en 
comparación con otros microorganismos. Los análisis in silico han identificado 24 factores σ 
alternativos, de los cuales 19 son miembros de la subfamilia ECF (Martínez-Bueno et al., 
2002). Los factores σECF parecen estar asociados a procesos celulares como el metabolismo 
del carbono y el nitrógeno (Cases et al., 2003b), la movilidad (Österberg et al., 2010), la 
producción de polihidroxialcanoato (Hoffmann & Rehm, 2004), la colonización radicular de la 
planta (Martínez-Gil et al., 2010), la resistencia a antibióticos y estrés oxidativo (Tettman et 
al., 2014) o la adquisición de hierro (Bastiaansen et al., 2017, 2014; Venturi et al., 1995). 
El factor σECF SigX pertenece al subgrupo ECF01 (tipo RpoE) y comparte un 49 % de 
similitud con su homólogo SigW de Bacillus substilis, que regula la fluidez de la membrana 
proporcionándole mayor resistencia frente a péptidos antimicrobianos (Cao & Helmann, 
2004). En P. aeruginosa un mutante deficiente en sigX presentó un comportamiento similar, 
exhibiendo una alteración en la morfología, fluidez y composición de ácidos grasos en la 
membrana celular (Blanka et al., 2014; Duchesne et al., 2013; Fléchard et al., 2018). Además, 
en condiciones de estrés osmótico SigX activa la transcripción de OprF, una de las principales 
porinas de membrana externa en Pseudomonas (Bouffartigues et al., 2012; Brinkman et al., 
1999).  
La organización genómica del gen sigX (PP2088 en P. putida, PA1776 en P. 
aeruginosa) está conservada en todos los genomas secuenciados del género Pseudomonas 
(Winsor et al., 2016). Los genes cfrX-cmpX, localizados aguas arriba de sigX, constituyen un 
operón donde cmpX codifica a una proteína de membrana citoplásmica con un dominio 
funcional MscS, típico de canales mecanosensibles que brindan protección contra el choque 
hipoosmótico durante la apertura transitoria de poros en la membrana citoplásmica (Bass et 
al., 2002). Hasta el momento, SigX se considera un factor σECF huérfano, puesto que no se ha 
conseguido demostrar que el hipotético factor anti-σ estuviera codificado por el mismo operón. 
Aunque CfrX carece de los dominios estructurales típicos de un factor anti-σ, se ha propuesto 
como el factor anti-σ asociado a SigX al mostrar una región N-terminal más corta candidata a 
dominio anti-σ (Staroń et al., 2009). Estudios comparativos de transcriptómica, ChIP-seq y 
RT-qPCR han confirmado que SigX regula la expresión de su propio gen y que su 
transcripción puede estar controlada por distintas regiones promotoras ubicadas aguas arriba 
de la región intergénica cmpX-sigX (Bouffartigues et al., 2017; Gicquel et al., 2013; Schulz et 
al., 2015). 
Por otra parte, se ha demostrado que las condiciones en las que se aprecia un 
incremento en la expresión de sigX son de naturaleza diversa: microgravedad, 





concentraciones altas de sacarosa y baja osmolaridad en LB (Figura 15) (Chevalier et al., 
2019). Estas condiciones conducen a un estrés en la envuelta celular y, en respuesta, SigX 
modula la expresión de aproximadamente 347 genes que conforman su regulón (Schulz et 
al., 2015).  
 
 
Figura 15. Esquema del mecanismo de activación y las funciones fisiológicas del factor σECF 
SigX en P. aeruginosa. Los estímulos que generan un estrés en la pared celular se representan en la 
columna de la izquierda. En la membrana externa se muestra la proteína OprF implicada en la 
transducción de la señal, en la membrana interna CmpX y en el citosol el supuesto factor anti-σ de 
SigX, CfrX. En la columna de la derecha se indican las principales funciones fisiológicas de SigX. ME: 
Membrana externa, MI: Membrana interna. Modificado de (Chevalier et al., 2019).  
 
La principal consecuencia de la ausencia de SigX en Pseudomonas es la reducción de 
la fluidez de membrana, lo que conlleva la alteración en el anclaje y/o la actividad de 
transportadores de membrana implicados en la captación de nutrientes. El efecto más drástico 
sobre la fisiología del mutante ΔsigX fue la desregulación de genes del metabolismo 
energético y del metabolismo nutricional (fuentes de carbono, aminoácidos, ácidos grasos y 
fosfolípidos) (Fléchard et al., 2018). Muchos de los supuestos genes dianas de SigX están 
representados en los regulones de los factores de transcripción Anr, CbrB, GacA, LasR y RhlR 
y del regulador global de represión catabólica, Crc (Binder et al., 2016; Fléchard et al., 2018).  
En P. aeruginosa, la deleción de SigX conllevó alteraciones en la red regulatoria del 
complejo regulador Hfq/Crc y el TCS CbrAB. La comparación de los perfiles genéticos de 
expresión durante el crecimiento en LB entre los mutantes Δcrc y ΔsigX exhibió varias 
similitudes, entre ellas, la expresión de 48 genes controlados por Crc se vio comprometida al 





metabolismo de aminoácidos (operones bkdA1A2B, hutUHIG, liuABCD, phhAB) y de fuentes 
de carbono no preferenciales (porinas OpdP/Q/H o el transportador de succinato y fumarato, 
DctA). Asimismo, se observó una reducción sutil del fenómeno de represión catabólica en LB 
al descubrirse que el sistema CbrAB estaba sobreactivado en un mutante ΔsigX. 
Precisamente, la transcripción de CrcZ, perteneciente al regulón del TCS CbrAB, se vio 
incrementada del orden de 2.39 veces con respecto al organismo silvestre, interfiriendo pues 
en la actividad de los reguladores traduccionales Hfq/Crc (Fléchard et al., 2018). Por tanto, es 
evidente la compleja interconexión entre las diferentes vías de regulación de procesos 






















1. Estudio de la función de CbrX y su efecto sobre los principales componentes del sistema 
CbrAB. 
2. Caracterización de los dominios estructurales de CbrA, análisis fenotípico de los 
diferentes mutantes en CbrA y localización subcelular de la proteína. 
3. Determinación del origen y la naturaleza de la señal activadora el sistema Cbr. 
4. Identificación de otros sistemas reguladores implicados en la respuesta a limitación de 


























3.1. Estirpes, plásmidos, oligonucleótidos y condiciones de cultivo 
3.1.1. Estirpes utilizadas en esta tesis 
Tabla 3. Tabla de estirpes. 
Estirpe Genotipo (*) Referencia 
Escherichia coli 
DH5α  F- Φ80 ΔlacZ ΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 
hsdR17 (rk- mk+) supE44 thi-1 gyrA96 relA1 
(Hanahan, 1983) 
DH5α l-pir F- Φ80 ΔlacZ ΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 
hsdR17 (rk- mk+) supE44 thi-1 gyrA96 relA1, lisogenizada 
con lpir 
(Platt et al., 2000) 
ER2566 F- λ- fhuA2 lon ompT lacZ::T7 gene1 gal sulA11 Δ(mcrC-
mrr)114::IS10 R[mcr-73::miniTn10(TcS)]2 R[(zgb-
210::Tn10(TcS)] endA1 dcm 
New England Biolabs 
BL21 (DE3) 
pLysS 
F- ompT hsdS (rB- mB-) gal dcm l(DE3) pLysS 
(CamR)(l(DE3): lacI, lacUV5-T7 gene 1, ind1, sam7, nin5), 
Cmr 
New England Biolabs 
Pseudomonas putida 
KT2440 mt-2, hsdR1 (r-, m+) (Bagdasarian et al., 
1981) 
KT2442 mt-2, hsdR1 (r-, m+), Rifr (Franklin et al., 1981) 
KT2442-C1 KT2442 crc::Tc, Rifr Tcr,  (Ruiz-Manzano et al., 
2005) 
MPO451 KT2442 miniTn7BB-Gm::glmS, Rifr Gmr [pME6182] (Valentini et al., 2014) 
MPO493 KT2442 ΔcbrXA::Km, Kmr Rifr [pMPO485] (Monteagudo-Cascales 
et al., 2019)  
MPO494 MPO493 FRT-Km escindida, Rifr [pME6182] (Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO495 MPO494 miniTn7BB-Gm::glmS, Rifr Gmr (Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO497 MPO494 miniTn7BB-Gm[PcbrA-cbrX(ATG1)-cbrA]::glmS, Rifr 
Gmr  [pMPO434] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO498 MPO494 miniTn7BB-Gm[PcbrA-cbrXA]::glmS, Rifr Gmr  
[pMPO1317] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO506 MPO494 miniTn7BB-Gm[Ptac-cbrA ΔTM]::glmS, Rifr Gmr  
[pMPO358] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO507 MPO494 miniTn7BB-Gm[PcbrA-cbrA ΔPAS]::glmS, Rifr Gmr  
[pMPO1324] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO508 MPO494 miniTn7BB-Gm[PcbrA-cbrA ΔTM]::glmS, Rifr Gmr  
[pMPO1325] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 




MPO513 MPO494miniTn7BB-Gm[PcbrA-cbrX(ATG2)-cbrA]::glmS, Rifr 
Gmr  [pMPO1344] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO514 MPO494 miniTn7BB-Gm[PcbrA-cbrX(ATG1&2)-cbrA]::glmS, 
Rifr Gmr  [pMPO1349] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO515 MPO494 miniTn7BB-Gm[Ptac-cbrA ΔPAS]::glmS, Rifr Gmr   
pMPO1348] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO518 MPO494 miniTn7BB-Gm[Ptac-cbrA ΔTM::gfpmut3]::glmS, 
Rifr Gmr  [pMPO1358] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO519 MPO494 miniTn7BB-Gm[Ptac-cbrA::gfpmut3]::glmS, Rifr Gmr  
[pMPO1359] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO520 MPO494 miniTn7BB-Gm[PcbrA-cbrA::gfpmut3]::glmS, Rifr 
Gmr  [pMPO1261] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO521 MPO494miniTn7BB-Gm[PcbrA-cbrA-ΔTM::gfpmut3]::glmS, 
Rifr Gmr  [pMPO1367] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO522 MPO494 miniTn7BB-Gm[PcbrA-cbrX(ΔT)-cbrA]::glmS, Rifr 
Gmr   [pMPO1368] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO529 MPO494miniTn7BB-Gm[PcbrA-cbrX(ΔT+C)-cbrA]::glmS, Rifr 
Gmr   [pMPO1369] 
(Monteagudo-Cascales 
et al., 2019) 
MPO536 KT2442 miniTn7BB-Gm::glmS, Rifr Gmr [pMPO1379] Esta tesis 
MPO537 KT2442-C1 miniTn7BB-Gm::glmS, Rifr Tcr  [pMPO1379] Esta tesis 
MPO540 KT2442 miniTn7BB-Gm[PcrcZ::aadA]::glmS, Rifr Gmr 
[pMPO1265] 
Esta tesis 
MPO548 KT2442-C1 miniTn7BB-Gm[PcrcZ::aadA]::glmS, Rifr Tcr Gmr 
[pMPO1265] 
Esta tesis 
MPO951 MPO548 miniTn5-Km::mnmG, Rifr Tcr  Esta tesis 
MPO952 MPO548 miniTn5-Km::nuoB, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO953 MPO548 miniTn5-Km::PP2379, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO954 MPO548 miniTn5-Km::cyoA, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO955 MPO548 miniTn5-Km::yhhJ, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO956 MPO548 miniTn5-Km::aceA, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO957 MPO548 miniTn5-Km::PP2034, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO958 MPO548 miniTn5-Km::nuoH, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO959 MPO548 miniTn5-Km::nuoC, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO960 MPO548 miniTn5-Km::vacB, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO961 MPO548 miniTn5-Km::cyoC, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO962 MPO548 miniTn5-Km::metH, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO963 MPO548 miniTn5-Km::maf, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO964 MPO548 miniTn5-Km::rsmE, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO965 MPO548 miniTn5-Km::nuoN, Rifr Tcr Esta tesis 




MPO966 MPO548 miniTn5-Km::PP0906, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO967 MPO548 miniTn5-Km::PP0896, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO968 MPO548 miniTn5-Km::dacA, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO969 MPO548 miniTn5-Km::pykA, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO970 MPO548 miniTn5-Km::trpC, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO971 MPO548 miniTn5-Km::nuoK, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO972 MPO548 miniTn5-Km::gllC, Rifr Tcr Esta tesis 
MPO973 KT2442 ΔsigX, Rifr  [pMPO1283] Esta tesis 
MPO974 KT2442-C1 crc::Tc, ΔsigX, Rifr Tcr [pMPO1283] Esta tesis 
(*) Se indica entre corchetes el plásmido que portaba la inserción en el sitio Tn7 del cromosoma. 
 
3.1.2. Plásmidos utilizados en esta tesis 
Tabla 4. Tabla de plásmidos. 
Plásmidos Características relevantes Referencia 
pBluescript II 
SK (+) 
Vector de clonación. Apr. Stratagene 
pEMG Plásmido suicida empleado en el sistema de edición de 
genomas bacterianos basado en SceI. oriR6K, Mob+, Kmr. 
(Martínez-García & de 
Lorenzo, 2011) 
pEX18Tc Plásmido destinado a intercambio alélico derivado de 
pUC18. Tcr, oriT, sacB+, Mob+. 
(Hoang et al., 1998) 
pFLP2 Vector de expresión de la flipasa para escindir casetes 
flanqueados por FRTs. Apr. 
(Hoang et al., 1998) 
pIZ1016 Vector de expresión de amplio espectro conteniendo el 
casete de expresión lacIq- Ptac. Gmr. 
(Martínez-Pérez et al., 
2004) 
pME6182 Plásmido que porta el transposón miniTn7. Replicón 
colE1, Gmr, Apr. 
(Humair et al., 2009) 
pMPO200 Vector de amplio espectro para fusiones traduccionales a 
lacZ basado en pBBR1MCS-4. Mob+, Apr. 
(Garcia-Gonzalez et 
al., 2005) 
pMPO234 Vector de amplio espectro para fusiones transcripcionales 
trp-lacZ basado en pBBR1MCS-4. Mob+, Apr. 
(Porrúa et al., 2009) 
pMPO284 Plásmido derivado de pPS854 que contiene el marcador 
de resistencia a kanamicina del vector pUTminiTn5-Km 
flanqueado por FRTs. Apr, Kmr. 
(Jimenez-Fernandez 
et al., 2015) 
pMPO355 Fusión transcripcional PPP2810::gfpmut3::lacZ en pMRB1 
clonada EcoRI/BamHI por escisión de PPP2810 (474 pb) 
desde pMPO420. Apr.  
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO356 Fusión transcripcional PcrcZ::gfpmut3::lacZ en pMRB1 
clonada EcoRI/BamHI por escisión de PcrcZ (307 pb) desde 
pMPO1316. Apr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 




Plásmidos Características relevantes Referencia 
pMPO357 Fusión transcripcional PcrcY::gfpmut3::lacZ en pMRB1 
clonada EcoRI/BamHI por escisión de PcrcY (206 pb) desde 
pMPO1314. Apr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO358 (Ptac-cbrA ΔTM) Clonación de cbrA soluble (CbrAΔ28-1575) 
bajo la expresión del promotor heterólogo Ptac en 
pME6182. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO420 Fusión transcripcional PPP2810::lacZ en pMPO234 clonada 
EcoRI/BamHI conteniendo la secuencia entre las 
posiciones-472 a -10 al ATG). Apr, Cbr. 
(Barroso et al., 2018) 
pMPO434 Clonación de cbrX con una mutación puntual en el primer 
ATG a GCA (Met>Ala), junto a la secuencia de cbrA 
completa en pME6182. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO483 (Psal-cbrA ΔTM) Clonación de cbrA soluble (CbrAΔ28-1575) 
bajo la expresión del promotor heterólogo Psal en 
pME6182. Apr, Gmr. 
Sin publicar 
pMPO484 Vector derivado de pEX18Tc con las regiones homólogas 
izquierda (L) y derecha (R) flanqueantes a cbrA. Tcr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO485 Clonación del gen de resistencia a kanamicina entre las 
regiones homólogas flanqueantes (L y R) a cbrA en 
pMPO484. Tcr, Kmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1259 Fusión traduccional PcbrA’-‘lacZ que contiene un desfase 
compensado (-1,+1) en cbrX, clonado EcoRI/XmaI en 
pMPO200 (coord. -421 a +249 al ATG) . Apr, Cbr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1261 (PcbrA-cbrA’-‘gfpmut3) Clonación en fase de la secuencia 
silvestre de cbrA expresado bajo su propio promotor, con 
gfpmut3 en pMPO1359 digerido SpeI (romo)/KspI. Apr, 
Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1265 Fusión transcripcional PcrcZ::aadA en pMPO1379 clonada 
EcoRI/XhoI. Smr, Spr, Apr. 
Esta tesis 
 
pMPO1279 (CbrA’-‘inteína-CBD) Secuencia completa de cbrA 
fusionada a la inteína en su extremo carboxilo, clonada en 
el vector de expresión pTXB1 en NdeI/SpeI. Apr. 
Esta tesis 
pMPO1280 (CbrA-ΔTM’-‘inteína-CBD) Secuencia de cbrA soluble 
fusionada a la inteína en su extremo carboxilo, clonada en 
el vector de expresión pTXB1 en NdeI/SpeI. Apr. 
Esta tesis 
pMPO1282 Clonación de las regiones flanqueantes al gen sigX en 
pBluescript II SK (+) SacI/BamHI. Apr. 
Esta tesis 
pMPO1283 Subclonación de las regiones flanqueantes de sigX como 
único inserto SacI/BamHI en pEMG. Kmr. 
Esta tesis 
pMPO1284 Fusión transcripcional PcrcZ::lacZ en pMPO1316 al cual se 
le ha intercambiado el marcador de resistencia a 
ampicilina por apramicina. Mob-, Amr. 
Esta tesis 
pMPO1314 Fusión transcripcional PcrcY::lacZ en pMPO234 clonada 
EcoRI/BamHI conteniendo la secuencia entre las 
posiciones -195 y -2. Apr, Cbr. 
(García-Mauriño et al., 
2013) 




Plásmidos Características relevantes Referencia 
pMPO1316 Fusión transcripcional PcrcZ::lacZ en pMPO234 clonada 
EcoRI/BamHI conteniendo la secuencia entre las 
posiciones -298 y -1. Apr, Cbr. 
(García-Mauriño et al., 
2013) 
pMPO1317 (PcbrA-cbrA) Clonación de cbrA expresado bajo su propio 
promotor en pME6182 HindIII/SmaI con las (coord. -421 a 
+3022 al ATG). Apr, Gmr. 
(Valentini et al., 2014) 
pMPO1319 Fusión transcripcional PcbrB::lacZ en pMPO234 clonada 
EcoRI/SmaI conteniendo la secuencia entre las posiciones   
-490 a +20 al ATG). Apr, Cbr. 
(García-Mauriño et al., 
2013) 
pMPO1324 (PcbrA-cbrA ΔPAS) Clonación de cbrA y su promotor con 
una delección en fase del dominio PAS (CbrAΔ1881-2108), en 
pME6182 digerido HindIII/SmaI. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1325 (PcbrA-cbrA ΔTM) Clonación de la región promotora de 
cbrA fusionada a una versión truncada de la proteína 
desde la diana EcoRI que contiene la región 3’ de cbrA sin 
incluir dominios TM (CbrAΔ4-1575), en pME6182 digerido 
HindIII/KpnI. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1327 Fusión traduccional PcbrB’-‘lacZ en pMPO200 clonada 
EcoRI/SmaI conteniendo la secuencia entre las posiciones   
-493 a +17 al ATG). Apr, Cbr. 
(García-Mauriño et al., 
2013) 
pMPO1338 Plásmido derivado de pMPO1324 al cual se le ha anulado 
la diana de restricción de NcoI localizada aguas abajo del 
polilinker. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1344 Clonación de cbrX con una mutación puntual en el 
segundo ATG a GAT (Met>Asp), junto a la secuencia 
completa de cbrA en pME6182. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1347 Plásmido derivado de pMPO1338 al cual se le ha clonado 
una Shine-Dalgarno sintética sustituyendo la región 
promotora de cbrA. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1348 (Ptac-cbrA ΔPAS) Clonación de la secuencia completa de 
cbrA y su promotor con una delección en fase del dominio 
PAS (CbrAΔ1881-2108) bajo la expresión del promotor 
heterólogo Ptac en pMPO1347. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1349 Clonación de cbrX con mutaciones puntuales en ambos 
ATG iniciadores (ATG1&2). Contiene la secuencia 
completa de cbrA en pME6182. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1350 Plásmido derivado de pUC18Sfi-miniTn7BB-Gm para 
hacer fusiones traduccioneles a gfpmut3 en el extremo C-
terminal de proteínas. Clonación dirigida SpeI/PstI en el 
polilinker SpeI-SmaI-BamHI-HindIII-SacI-XhoI. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1353 Plásmido derivado de pMPO1350 que contiene el casete 
de expresión lacIq-Ptac clonado SmaI/HindIII obtenido por 
restricción de pIZ1016. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1357 Fusión transcripcional PcbrA::lacZ en pMPO234 clonada 
EcoRI/SmaI con las (coord. -430 a +18 al ATG). Apr, Cbr. 
Esta tesis 
pMPO1358 (Ptac-cbrA ΔTM’-‘gfpmut3) Clonación en fase de una 
versión truncada de cbrA soluble en pMPO1353 digerido 
HindIII/XhoI. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 




Plásmidos Características relevantes Referencia 
pMPO1359 (Ptac-cbrA’-‘gfpmut3) Clonación en fase de la secuencia 
silvestre de cbrA en pMPO1353 digerido HindIII/XhoI. Apr, 
Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1367 (PcbrA-cbrA-ΔTM’-‘gfpmut3) Clonación en fase de la 
secuencia soluble de cbrA expresado bajo su propio 
promotor en pMPO1359 digerido SpeI (romo)/SalI. Apr, 
Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1368 Clonación de cbrX desfasado con la deleción de un 
nucleótido T tras el primer ATG sin recuperar la pauta 
abierta de lectura, junto a la secuencia de cbrA completa 
en pME6182. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1369 Clonación de cbrX desfasado con la deleción de un 
nucleótido T tras el primer ATG y la inserción de una C 
recuperando la pauta abierta de lectura, junto a la 
secuencia de cbrA completa en pME6182. Apr, Gmr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1370 Fusión traduccional de PcbrA’-‘lacZ desde -421 a +249 del 
ATG clonada EcoRI/XmaI en pMPO200. Apr, Cbr.  
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1371 Fusión traduccional de PcbrA’-‘lacZ con la mutación del  
ATG1 de cbrX a GCA, clonada EcoRI/XmaI en pMPO200 
(coord. -421 a +249 al ATG). Apr, Cbr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1372 Fusión traduccional de PcbrA’-‘lacZ con la mutación del 
ATG2 de cbrX mutada a GAT, clonada EcoRI/XmaI en 
pMPO200 (coord. -421 a +249 al ATG). Apr, Cbr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1373 Fusión traduccional de PcbrA’-‘lacZ con la secuencia de 
cbrX mutada en ambos ATG, clonada EcoRI/XmaI en 
pMPO200 (coord. -421 a +249 all ATG). Apr, Cbr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1374 Fusión traduccional PcbrA’-‘lacZ con un desfase (-1) en la 
pauta abierta de lectura de cbrX, clonada EcoRI/XmaI en 
pMPO200 (coord. -421 a +249 al ATG). Apr, Cbr. 
(Monteagudo-
Cascales et al., 2019) 
pMPO1379 Vector derivado de pMPO1350 al que se le ha delecionado 
el gen gpfmut3 por restricción con XhoI/PstI. Apr, Gmr. 
Barroso, sin publicar 
pMRB1 Vector de amplio espectro para fusiones transcripcionales 
a gfpmut3::lacZ. Apr. 
(Jimenez-Fernandez et 
al., 2015) 
pRK2013 Plásmido auxiliar en conjugaciones. Replicón ColE1, Tra+, 
Kmr. 
(Figurski & Helinski, 
1979) 
pSET152 Plásmido integrativo en E. coli y Streptomyces que porta el 
gen de resistencia a apramicina (aac(3)IV) y secuencias 
int-att para la recombinación sitio-específica del 
bacteriófago φC31. Amr. 
(Bierman et al., 1992) 
pSEVA421 Plásmido de expresión pSEVA. oriV (RK2), Smr, Spr. (Martínez-García et 
al., 2015) 
pSW-I Plásmido auxiliar de expresión de la endonucleasa 
específica I-SceI. Apr. 
(Wong & Mekalanos, 
2002) 
pTXB1 Vector de expresión de E coli que contiene el dominio de 
unión inteína/quitina de Mxe. 
New England Biolabs 
pUC18Sfi-
miniTn7BB-Gm 
Plásmido derivado de pUC18Sfi que porta el transposón 
sintético miniTn7BB-Gm. Apr, Gmr. 
(Jimenez-Fernandez et 
al., 2015) 




Plásmidos Características relevantes Referencia 
pUTminiTn5-Km Plásmido que porta el minitransposón miniTn5-Km. Apr, 
Kmr. 
(De Lorenzo et al., 
1990) 
pUX-BF13 Plásmido auxiliar en transposición; proporciona en trans 
las funciones de transposición del sistema Tn7. Mob+, ori 
R6K, Apr. 
(Bao et al., 1991) 
 
3.1.3. Oligonucleótidos utilizados en esta tesis 
Tabla 5. Tabla de oligonucleótidos. 
Oligonucleótido Secuencia 5’à3’ Diana 
aadA-BamHI_fwd ATCGGATCCTTGGGGTACAGTCTATGCCTC aadA 
aadA-XhoI_rev TATCTCGAGTTATTTGCCGACTACCTTGGTG aadA 
ATGpep_fwd CGAGGCCAGCGCATACATCTATC cbrX  
ATG2pep_fwd CCCGGCCATCGATGACTGGTGGA cbrX  
ATGpep_rev GATAGATGTATGCGCTGGCCTCG cbrX  
ATG2pep_rev TCCACCAGTCATCGATGGCCGGG   cbrX  
ATG1-Tpep_fwd AGGCCAGCATGACATCTATCGT cbrX 
ATG1-Tpep_rev ACGATAGATGTCATGCTGGCCT cbrX 
CbrABsmI_rev CAGGAATGCGCCAGACACCCC cbrA 
CbrAcomplF CCCAAGCTTAGAGGCTGATTTGCGCT PcbrA 
CbrAEcoRI_fwd CAGGAATTCGCCACCCAGC cbrA 
CbrAEcoRI_rev GGCGAATTCCTGCGGCGAGGC cbrA 
CbrAFEcoL CCCGAATTCGTCATCCAGCGTCGTGACG  gluQ 




CbrAL_rev ATAGGATCCACCTGTGCCGGCCCTTTCG  PcbrA 
CbrAL1_fwd ATAGAATTCGATCTACCGCTTTACCGACCG gluQ 
CbrAL1_rev ATAGGATCCCAGCGTTCGCCAAGGGTTTG cbrA 
CbrA-NdeI_fwd GGTGGTCATATGCCGATGAGCTTTAGCCT cbrA  
CbrAR_fwd TATGGATCCGCCAGATCCTTGACCAGACC cbrA 
CbrAR_rev TTAAAGCTTCCACGTTGCCGTTCGATATC cbrA 







CbrATM-NcoI_rev TATCCATGGGCCTTCCTGCAGTGGGGT cbrA 




Oligonucleótido Secuencia 5’à3’ Diana 




CEKG-2A GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNAGAG  miniTn5 
CEKG-2B GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNACGCC  miniTn5 
CEKG-2C GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNGATAT  miniTn5 
CEKG-4 GGCCACGCGTCGACTAGTAC  miniTn5 
crcZ49-1Q AACGGCTCACGCACAATAAAA  crcZ  




L28-1 CCCACGCAAACAACAAAACC rpmB 
L28-2 TCGGATTCAACCCAGAAACG rpmB 
mTn5mapIr AGCTTGCTCAATCAATCAC  miniTn5 
O-long CGGCCGCACTTGTGTATAAGAGTC Región O de 
miniTn5 
PcbrAEcoRI_fwd ATAGAATTCCACGGTGCCAGAGGCTG PcbrA 
PcbrAlongSmaI_rev TATCCCGGGCAGGAATGCGCCAGACACCC cbrA 
PcbrASmaI_rev TATCCCGGGGCTAAAGCTCATCGGCATCT cbrA 
Pep3+C_fwd TACCTGCTCTGGCCTGATCCTGATCG cbrX  
Pep3+C_rev CGATCAGGATCAGGCCAGAGCAGGTA cbrX  
PstI_gfp_rev AAAAAACTGCAGATTATTTTATTTGTATAGTTCATCCATGC gfpmut3 
rrn-f27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG ARNr 16S 
rrn-r519 GTATTACCGCGGCTGCTG ARNr 16S 
RT-CbrA_fwd GTACCTCATGGTGCTGTTCG cbrA 
RT-CbrA_rev TAACAGGCAAGGAAGCCGTA cbrA  
RT-cbrX_fwd ATGTACATCTATCGTTTGGTCC cbrX 
RT-cbrX_rev CTAAAGCTCATCGGCATCTCGTT cbrX  
RT-PcbrXA_fwd2 AGCCCGTAGCGCCCAACC PcbrA 
SigXL_KpnRv TAAGGTACCAACGGATCTGGCCGACAGTC cmpX 
SigXL_SacFw ATTGAGCTCTGGCAAGATCGTCTATTGGTTCG cmpX 
SigXR_BamRv TAAGGATCCGGAGCAGCTTCAGCTTGCTTC oprF 
SigXR_KpnFw TAAGGTACCTAGTGGCGTGCAAATATCTCTAACGAAC oprF 
Tn7Glms AATCTGGCCAAGTCGGTGAC glmS  
Tn7R109 CAGCATAACTGGACTGATTTCAG Extremo R Tn7 
 




3.1.4. Medios y condiciones de cultivo 
P. putida se cultivó en medio mínimo M9 preparado a partir de las siguientes mezclas 
concentradas: tampón fosfato salino, una solución de microelementos y vitaminas (ver abajo). 
Como fuente rica de carbono se utilizó succinato sódico 20 mM y como fuente rica de 
nitrógeno cloruro de amonio 1 g/L. Como fuentes limitantes de carbono se usaron citrato, 
glucosa, histidina y oxalacetato 20 mM. Como medio rico se usó el medio Luria-Bertani (LB) 
(Sambrook et al., 2000) con distintas adiciones. Cuando se requirió usar un medio sólido se 
le añadió 15 g/L de agar bacteriológico (Panreac) al correspondiente medio de cultivo. 
 El crecimiento de los cultivos se realizó en tubos o matraces con agitación a 180 rpm 
a una temperatura de 30 ºC y 37 ºC, para P. putida y E. coli respectivamente. Cuando fue 
necesario se añadieron los siguientes antibióticos para asegurar el mantenimiento de 
plásmidos o selección de marcadores cromosómicos: Ampicilina (Ap) 100 mg/L, carbenicilina 
(Cb)  500 mg/L, kanamicina (Km) 25 mg/L, tetraciclina (Tc) 5 mg/L (para E. coli), 10 mg/L (para 
P. putida), rifampicina (Rif) 20 mg/L, cloramfenicol (Cm) 15 mg/L, gentamicina 10 mg/L, 
estreptomicina (Sm) 50 mg/L y apramicina (Am) 30 mg/L. Para la detección de la actividad β-
galactosidasa en medio sólido se empleó X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-
galactopiranósido) a una concentración final de 25 mg/L. Cuando fue necesario inducir la 
expresión de genes expresados desde el casete de regulación lacIq-Ptac, se adicionó al cultivo 
isopropil-b-D-tiogalactopiranósido (IPTG) a 1 mM. Todos los reactivos se adquirieron de la 
casa comercial Sigma-Aldrich. La contraselección del gen sacB se llevó a cabo en medio LB-
agar añadiendo sacarosa al 10 % (p/v).  
Tampón fosfato salino (para una solución 10 veces concentrada): 70 g/L de Na2HPO4 · 2 
H2O, 28 g/L de KH2PO4, 5 g/L de NaCl. Autoclavar y conservar a temperatura ambiente. 
Microelementos (para una solución 500 veces concentrada): 50 g/L de MgSO4 · 7 H2O, 5 
g/L de FeSO4 · 7 H2O, 2.5 g/L de MnSO4 · H2O, 3.2 g/L de ZnCl2, 0.33 g/L CaCl2 · 2 H2O, 
0.18 g/L de CuSO4 · 5 H2O, 0.15 g/L de CoCl2 · 6 H2O, 3.25 g/L de H3BO3, 5 g/L de EDTA 
y 73 mL de HCl al 37 %. Filtrados y conservados a temperatura ambiente. 
Vitaminas (para una solución 100 veces concentrada): 10 mg/L de tiamina-HCl, 4 mg/L 
de ácido fólico, 20 mg/L de nicotinamida, 20 mg/L de piridoxina-HCl. Esterilizado por 
filtración y conservado a 4 ºC. 
Fuentes de carbono (Scc, OAA, Cit, His, Glu): Preparados a 1 M, filtrados y conservados 
a temperatura ambiente. 
Fuente de nitrógeno (NH4Cl): Preparado a 100 g/L, autoclavado y conservado a 
temperatura ambiente. 
LB: Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L. 




3.1.5. Ensayos de viabilidad celular 
3.1.5.1. Cálculo de la concentración mínima inhibitoria (MIC) 
La concentración mínima inhibitoria (MIC, en inglés Minimum Inhibitory Concentration) 
viene definida como la concentración más baja de una sustancia capaz de inhibir 
completamente el crecimiento microbiano transcurridas 24 h. La cuantificación de la actividad 
in vivo de agentes antimicrobianos como antibióticos, se ha evaluado a través de dos métodos 
de dilución: dilución en gota en medio sólido y dilución en placas multipocillos. 
 
3.1.5.1.1. Diluciones en gota en medio sólido 
El método de dilución en gota en medio sólido permite inocular simultáneamente un gran 
número de microorganismos en cada placa con una cierta concentración del compuesto 
antimicrobiano. Para caracterizar la resistencia a diferentes concentraciones del antibiótico 
estreptomicina de las estirpes silvestre MPO540, el mutante Δcrc (MPO548) y los mutantes 
derivados de la mutagénesis por transposición de miniTn5-Km, se establecieron cultivos en 
medio LB crecidos durante toda la noche a 30 ºC y 180 rpm. Los cultivos se diluyeron hasta 
A600= 0.05 en medo fresco LB y se incubaron hasta alcanzar una A600= 0.2-0.3. Entonces, se 
hicieron diluciones seriadas de 101 a 105 en 1 mL de tampón fosfato salino 1X y se sembraron 
gotas de 10 µl del cultivo en placas de LB que contenía estreptomicina en un rango 
comprendido entre 25-200 µg/mL de concentración final. Las diluciones finales en placa 
fueron de 102 a 105. Todas las placas se incubaron a 30 ºC toda la noche y se observó 
cualitativamente la diferencia de crecimiento de cada una de las estirpes en las distintas 
concentraciones del antibiótico. Se hicieron al menos 3 réplicas biológicas de cada estirpe. 
 
3.1.5.1.2. Diluciones en placas multipocillos 
La determinación de la concentración mínima inhibitoria a estreptomicina de las distintas 
estirpes mutantes obtenidas por transposición de miniTn5-Km (MPO951, MPO952, MPO953, 
MPO954, MPO955, MPO956, MPO957, MPO958, MPO960, MPO962, MPO963, MPO964, 
MPO966, MPO967 MPO968, MPO969, MPO970, MPO972) así como de la estirpe silvestre 
(MPO540) y mutante Δcrc (MPO548), se basó en el procedimiento de diluciones seriadas en 
líquido establecido por la organización internacional National Committee for Clinical 
Laboratory Stardards (NCCLS) (Wiegand et al., 2008). En primer lugar, se inocularon 3 
cultivos en medio Mueller Hinton (MH) sin antibiótico de 3 colonias por cada estirpe y se 




incubaron toda la noche a 30 ºC en agitación. A partir de cultivos saturados, se diluyeron a 
una A600= 0.05 en medio fresco y se incubaron hasta alcanzar una A600= 0.1 aproximadamente 
(108 ufc/mL). 
En las placas multipocillos que contenían 96 pocillos (12 mm x 8 mm, Costar 96 Corning) 
se preparó un total de 10 diluciones seriadas en medio MH con el antibiótico estreptomicina 
en un rango entre 800–1.5 µg/mL. En los dos últimos pocillos se establecieron un control 
positivo de crecimiento (CC) con medio MH sin adicionar antibiótico e inoculado así como un 
control negativo de esterilidad (CE) constituido por medio MH sin adicionar antibiótico y sin 
inocular. Las placas multipocillos se prepararon dispensando 200 µl de medio MH con el 
antibiótico al doble de la concentración final deseada para el primer pocillo. En el resto de 
pocillos se dispensó con micropipetas multicanal 100 µl de medio MH y se fue transfiriendo 
100 µl del primer pocillo al décimo pocillo realizando de este modo diluciones seriadas de 
orden 2. A continuación, se diluyó 100 veces el cultivo bacteriano (106 ufc/mL) y se inoculó 
100 µl en todos los pocillos excepto en el control de esterilidad (Figura 16).  
 
 
Figura 16. Diagrama del proceso de determinación de la MIC por el método de dilución en gotas. 
Se representa el perfil de una placa de 96 pocillos donde se realiza la determinación de la MIC. En 
primer lugar, se inocula el pocillo 1 con el antibiótico a la concentración 2X de su concentración final y 
los pocillos 2-12 con medio MH sin antibiótico. A continuación, se realizan diluciones seriadas del 
antibiótico desde el pocillo 1 al 10 (arriba), seguido de la inoculación de un cultivo bacteriano diluido 
1:10 en los correspondientes pocillos (1-11) (centro) y el resultado final tras la inoculación (abajo). Los 
pocillos 11 y 12 corresponden al control positivo de crecimiento (CC, +) y control negativo de esterilidad 
(CE, -), respectivamente. 




Una vez inoculada la placa, se selló con adhesivo los laterales de la placa para evitar la 
evaporación del medio de cultivo durante la incubación a 30 ºC en agitación durante 24 h. Se 
midió a tiempo inicial (T0) y tiempo final (Tf) en el lector de multiplacas POLARstar Omega 
(BMG Labtech). Finalmente, el valor de la MIC se consideró a la concentración de aquel pocillo 
que no experimentó cambio de color o turbidez, es decir, ausencia de crecimiento bacteriano. 
Medio MH: Sólidos de infusión de carne 2 g/L, almidón 1.5 g/L, hidrolizado de caseína 
17.5 g/L (pH 7.4). Disolver 21 g/L, autoclavar y conservar a temperatura ambiente. 
 
3.1.5.2. Determinación de la frecuencia de resistencia espontánea a 
estreptomicina 
Antes de realizar un ensayo de mutagénesis por transposición para Pseudomonas 
putida, se determinó el rango de selección del antibiótico correspondiente cuantificando en 
primer lugar la frecuencia de aparición de mutantes espontáneos resistentes al antibiótico 
para las estirpes silvestre (MPO536) y mutante Δcrc (MPO537). Para ello se sembraron 
diluciones seriadas en placas de LB con Sm a 50 µg/mL (diluciones de 102 a 104) para estimar 
el número de resistentes espontáneos, en LB (diluciones de 104 a 107) para estimar el número 
de células viables.   
La frecuencia de espontáneos a estreptomicina se calculó como el ratio entre el número 
de espontáneos a Sm50 y el número de células totales viables.  
 
3.1.6. Ensayo de movilidad en agar blando 
El ensayo de movilidad por swimming se realizó según (Rashid & Kornberg, 2000; 
Robleto et al., 2003) empleando placas de medio rico LB con agar de alta pureza al 0.3 % 
(Difco agar noble (BD Diagnostics)). Se inoculó una colonia de cada estirpe con un asa de 
siembra estirada atravesando ligeramente el agar, desde una placa de LB agar 1.5 % crecida 
el día anterior. Las placas resultantes se incubaron a 30 °C durante 20 horas. La movilidad se 
cuantificó midiendo el diámetro de la circunferencia de crecimiento y se expresó como 
porcentaje de movilidad relativa a la estirpe silvestre, con su correspondiente desviación 
estándar. Se realizaron un total de al menos 5 réplicas biológicas por estirpe. 
 




3.1.7. Conservación de estirpes bacterianas 
En el proceso de conservación a largo plazo, las distintas estirpes se congelaron en 
medio LB líquido con glicerol al 15 % (v/v) y se mantuvieron congeladas a -80 ºC. 
 
3.1.8. Estimación del tiempo de generación 
El tiempo de generación para el crecimiento se calculó como la pendiente de la recta 
correspondiente a la fase exponencial del crecimiento microbiano (A600) en escala 
semilogarítmica según Fiedrich Widdel (2010). 
 
3.2. Manipulación de ácidos nucleicos 
3.2.1. Preparación de ADN cromosómico 
Las extracciones de ADN cromosómico de P. putida se realizaron con el kit Wizard 
Genomic DNA Purification (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante y partiendo 
de 1 a 5 mL de un cultivo saturado en medio LB. 
 
3.2.2. Preparación de ADN plasmídico 
Las preparaciones de ADN plasmídico de E. coli DH5α se realizaron siguiendo dos 
procedimientos distintos, en función de futuras aplicaciones. Para la obtención de ADN de 
bastante pureza, destinado a su secuenciación o a digestión enzimática con el fin de realizar 
una clonación, se usó el kit Nucleospin Plasmid Mini (Macherey-Nagel) siguiendo las 
instrucciones del fabricante.  
 Para el resto de las aplicaciones se usó el protocolo simplificado de lisis alcalina 
(Stephen et al., 1990). El sedimento de células procedente de 3 mL de un cultivo saturado en 
LB se resuspendió en 100 µL de solución y se incubó 5 min en hielo. A continuación, se 
añadieron 200 µL de solución II recién preparada, mezclando por inversión e incubando 5 min 
en hielo. Luego se añadieron 150 µL de solución III, y se mezcló por inversión, incubándose 
al menos otros 5 min en hielo. Los restos celulares se eliminaron por sedimentación 
centrifugando durante 10 min a 16100 g y el ADN presente en el sobrenadante se precipitó 
añadiendo 1 volumen de etanol 96 % a -20 ºC, y centrifugando inmediatamente durante 10 
min a 16100 g. El precipitado se lavó con 1 mL de etanol 70 % frío, y se centrifugó 2 min a 




16100 g. Dicho precipitado se secó al vacío y se resuspendió en TER. Las preparaciones de 
plásmidos se almacenaron a -20 ºC. 
GTE: Glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCl 25 mM (pH 8). 
Solución II: NaOH 0.2 N, SDS 1 % (p/v). Preparar fresca. 
Solución III: Acetato potásico 3 M ajustado a pH 4.8 con ácido fórmico. 
TER: Tris-HCl 10 mM (pH 8), EDTA 1 mM (pH 8), ribonucleasa (Roche) 0.02 % (p/v). 
 
3.2.3. Amplificación de ADN mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Con el fin de amplificar fragmentos de ADN para su posterior clonación, se realizaron 
reacciones de PCR empleando como molde el ADN correspondiente. Las reacciones se 
llevaron a cabo en un volumen final de 25 µL en tubos de 0.2 mL, en presencia de los 
oligonucleótidos adecuados a una concentración de 1 mM, dNTPs a 100 µM y 1 unidad de 
ADN polimerasa termorresistente de alta fidelidad (Phusion High-Fidelity, Thermo Scientific), 
en el tampón Hi-Fi 5X que suministra la casa comercial, que contiene MgCl2 7.5 mM 
proporcionando una concentración final de 1.5 mM. Según el caso, se empleó como molde 
50 ng de ADN cromosómico de P. putida o E. coli o bien, 10 ng de ADN plasmídico. 
 El programa de PCR del termociclador varió en función del tamaño y naturaleza del 
fragmento a amplificar, pero en líneas generales consistió en: 
a) Desnaturalización inicial: 2 min a 98 ºC  
b) 30 ciclos: 
 - Etapa de desnaturalización: 30 s a 94 ºC  
 - Etapa de anillamiento: 30 s entre 45-72 ºC (temperatura variable en función de la 
temperatura de melting (Tm) de los oligonucleótidos)  
- Etapa de extensión: 30 s por kilobase de ADN a amplificar a 72 ºC  
c) Extensión final: 5 min a 72 ºC  
 
3.2.4. PCR solapante 
La técnica de PCR solapante se empleó para generar mutaciones que no tenían en sus 
proximidades alguna diana de restricción que pudiera ser utilizada para sustituir un fragmento 
de ADN silvestre por uno mutante mediante digestión. La PCR solapante consta de dos fases 




esquematizadas en la figura 17 y se realizó en base al método descrito por (Camacho & 
Casadesús, 2005). En una primera fase se realizan dos PCR independientes, cada una con 
un oligonucleótido externo a la región a amplificar, y uno interno que contiene la mutación a 
insertar (Figura 17, PCR 1). Cada oligonucleótido interno contiene las mutaciones centradas 
en su secuencia flanqueadas por unos 10 nucleótidos de secuencia silvestre, siendo los dos 
oligonucleótidos mutagénicos complementarios entre sí. Los fragmentos resultantes de la 
amplificación se purificaron según su tamaño en un gel de agarosa.  
 
 
Figura 17. Esquema de una PCR solapante. Las flechas con el símbolo * sobre ellas representan los 
oligonucléotidos internos que contienen las mutaciones (b y c), mientras que las flechas a y d 
representan los oligonucleótidos externos. Esquema adaptado de (Heckman & Pease, 2007).  
 
En una segunda fase, los dos fragmentos amplificados se diluyeron en cantidades 
equimolares y se mezclaron sirviendo como moldes para una segunda PCR en la cual los 
cebadores iniciales fueron los dos oligonucleótidos más externos (Figura 17, PCR 2). En este 
caso, la amplificación se realizó en dos pasos consistentes en 10 ciclos iniciales de 
enriquecimiento del molde mutante con una temperatura de hibridación más alta para 
favorecer la extensión desde la zona solapante (donde se encuentra la mutación), y otros 25 
ciclos a una temperatura de hibridación más baja para favorecer la extensión desde los 
cebadores externos y obtener cantidades suficientes de producto final mutado. Finalmente, 




este producto de PCR solapante se purificó de un gel de agarosa, se clonó en el vector 
correspondiente y se comprobó por secuenciación que el ADN había incorporado la mutación. 
 
3.2.5. Mapeo de inserciones de miniTn5-Km mediante PCR de cebadores arbitrarios 
Para mapear las inserciones del transposón miniTn5-Km se empleó el método de PCR 
con cebadores arbitrarios descrito por (O’Toole et al., 1999) pero con algunas modificaciones. 
En la primera ronda de PCR se usó como molde el ADN genómico del mutante con el 
transposón insertado. Inicialmente, para enriquecer los fragmentos que albergan los extremos 
del transposón, se utilizó el oligonucleótido mapTn5Ir que hibrida en ambos extremos del 
transposón durante 10 ciclos. Posteriormente, se añadió a la reacción una mezcla de 
oligonucleótidos arbitrarios CEKG-2A, CEKG-2B y CEKG-2C y se sometió a 6 ciclos de PCR 
con una Tm de 42 ºC y una disminución de 1 ºC en cada ciclo. Las secuencias de estos 
oligonucleótidos arbitrarios contienen una secuencia compartida de 20 nucleótidos en su 
extremo 5’, 10 nucleótidos aleatorios en la porción central y una secuencia de 4 o 5 nucleótidos 
específicos en su extremo 3’. Los pasos finales de la primera ronda de PCR se llevaron a 
cabo como una reacción estándar de 30 ciclos con una Tm de 56 ºC.   
En la segunda ronda de PCR se usó como ADN molde una dilución de 10 veces de los 
productos de PCR obtenidos en la primera ronda. Las condiciones de la segunda ronda de 
amplificación fueron las de una PCR estándar con una Tm de 57 ºC y se usó como 
oligonucleótidos O-long que hibrida en una secuencia aguas abajo de mapTn5Ir en los 
extremos del transposón, y CEKG-4, que porta la secuencia compartida en los extremos 5’ de 
los tres oligonucleótidos arbitrarios CEKG-2 [A, B, C] (Figura 18).  
 
 





Figura 18. Mapeo de inserciones del transposón miniTn5-Km mediante PCR con cebadores 
arbitrarios. En la primera ronda de PCR (PCR1) se empleó ADN genómico de los mutantes de 
inserción y los oligonucleótidos mapTn5Ir, CEKG-2A, CEKG-2B y CEKG-2C generando fragmentos de 
PCR de diferentes tamaños. En la segunda ronda de PCR (PCR2) se empleó los productos obtenidos 
en la PCR1 y se amplificó con los oligonucleótidos O-long y CEKG-4. 
 
Los productos de PCR se purificaron con el kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification 
(GE Healthcare), se secuenciaron usando O-long como oligonucleótido y sus secuencias 
correspondientes se compararon con la base de datos mediante BLASTn. En cada secuencia, 
se identificó el final del transposón miniTn5-Km así como la secuencia adyacente del genoma 
de P. putida KT2442, localizando de este modo el punto de inserción. 
 
3.2.6. Electroforesis de ADN 
Para separar el ADN en función del peso molecular y visualizar fragmentos lineales se 
empleó la técnica de electroforesis en gel. Si el fragmento de interés era superior a 100 pb se 
utilizaron geles de agarosa de baja electroendoósmosis, cuya concentración osciló entre 0.7 
% y 2 % dependiendo de los tamaños a separar, en tampón TAE 1X. Estos geles se 
sometieron a una diferencia de potencial fija de entre 90 y 120 V. Por el contrario, si el 
fragmento de interés era inferior a 100 pb se usaron geles verticales no desnaturalizantes de 
poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 29:1), cuya concentración varió entre el 5 % y el 8 % 
para una mejor resolución en función del tamaño del fragmento, en tampón TBE 0.5X. En este 
caso los geles se sometieron a una intensidad de corriente fija de 30 mA. En ambos casos, 




se utilizó el marcador de peso molecular comercial GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo 
Scientific). Antes de cargar las muestras en el gel, se mezclaron con 1/6 del volumen final de 
tampón de carga. Después de la electroforesis, el gel se tiñó en una solución de bromuro de 
etidio 1 mg/L y las bandas de ADN se visualizaron en un transiluminador de radiación 
ultravioleta (Vilber Lourmat), se fotografiaron y cuantificaron con una cámara acoplada a una 
impresora de impresión térmica. 
Tampón TAE 1X: Tris-acetato 40 mM, EDTA 2 mM, (pH 7.7). 
Tampón TBE 0.5X: Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM, (pH 8.3). 
Tampón de carga: Tris-HCl 10 mM (pH 8), Na2EDTA 1 mM (pH 8), glicerol 30 % (v/v), 
azul de bromofenol 0.25 % (p/v), xylene cyanol 0.25 % (p/v). 
 
3.2.7. Aislamiento y purificación de fragmentos de ADN 
El ADN resuelto mediante un gel de agarosa se tiñó con bromuro de etidio y los 
fragmentos se identificaron mediante visualización con un transiluminador de radiación 
ultravioleta de baja energía y se aislaron recortando los mismos del gel con un bisturí. En la 
purificación del ADN contenido en geles de agarosa, se utilizó el kit GFX PCR DNA and Gel 
Band Purification (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
3.2.8. Clonación de fragmentos de ADN en plásmidos 
La clonación de fragmentos de ADN se realizó esencialmente tal cual está descrito en 
(Sambrook et al., 2000). Los fragmentos de ADN, procedentes de una reacción de PCR o de 
un plásmido, se cortaron con las enzimas de restricción adecuadas en cada caso 
(procedentes de las compañías Roche, New England Biolabs o Thermo Scientific), en el 
correspondiente tampón de reacción suministrado por el fabricante. Cuando fue necesario, se 
rellenaron los extremos 5’ protuberantes con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa (New 
England Biolabs), y se eliminaron los extremos 3' protuberantes con la ADN polimerasa del 
fago T4 (New England Biolabs). Posteriormente, tras purificar los fragmentos deseados del 
gel de agarosa como se ha descrito anteriormente y cuantificarlos, se mezclaron para realizar 
una reacción de ligación en tampón ligasa suministrado por la casa comercial. Cada ligación 
se realizó en un volumen final de 10 µL en presencia de 1 unidad de ADN ligasa de T4 (New 
England Biolabs), y se incubó al menos 2 h a temperatura ambiente (25 ºC). Finalmente se 
transformó la estirpe E. coli DH5α competente (según el método citado en el apartado 3.2.11) 
con la mezcla de ligación, y se sembró, junto al correspondiente control de religación, en 
placas de medio rico que contenía el antibiótico que portaba el plásmido correspondiente. Si 




el fragmento clonado provenía de una amplificación por PCR, los clones obtenidos se 
comprobaron por restricción y posterior secuenciación. Tras seleccionar el clon correcto, se 
procedió a la congelación a -80 ºC de la estirpe de E. coli que lo contenía por duplicado en la 
colección de estirpes del laboratorio. 
Tampón Ligasa de T4: Tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM, ATP 1 mM, DTT 10 mM, (pH 7.5). 
 
3.2.9. Transferencia de plásmidos por conjugación 
La transferencia de plásmidos desde E. coli a P. putida se llevó a cabo por conjugación 
triparental, empleando para ello la estirpe de E. coli DH5α con el plásmido auxiliar pRK2013 
(Figurski & Helinski, 1979) a partir de cultivos saturados crecidos en medio LB. Se tomó 1 mL 
de cada estirpe (donadora de E. coli, la receptora de P. putida y la estirpe auxiliar), se lavaron 
con LB fresco para eliminar los antibióticos de los medios de cultivo, y se hizo una mezcla con 
0.1 mL de cada estirpe. Esta mezcla se centrifugó, se descartó la mayor parte del 
sobrenadante y el sedimento de células se resuspendió en el volumen residual de medio, 
aproximadamente 20 μL. Las células resuspendidas se depositaron en forma de gota (parche 
de conjugación) en una placa de LB sólido, se dejaron secar en una campana de flujo laminar 
y posteriormente se incubaron durante 7-8 h a 30 ºC. Por último, se segregó parte del parche 
en una caja de LB con los antibióticos adecuados para la selección de la transferencia del 
plásmido y X-gal si el plásmido contenía el gen lacZ. 
 
3.2.10. Obtención de células competentes 
Para la transformación de E. coli DH5α con mezclas de ligación o plásmidos, las células 
se hicieron competentes según (Inoue et al., 1990). Con dicho método se consigue una alta 
frecuencia de transformación (hasta 109 transformantes por μg de ADN plasmídico) y además 
permite la conservación de las células competentes a -80 ºC por un prolongado espacio de 
tiempo sin una disminución importante de la competencia.  
Para la transformación con plásmidos de otras estirpes de E. coli (como las estirpes 
ER2566 y BL21 (DE3) pLysS), las células se hicieron competentes mediante el tratamiento 
con TSS (Transformation and Storage Solution) (Chung et al., 1989), lo cual implica la 
transformación inmediata de las células competentes pues no se pueden conservar. En este 
caso, para cada transformación, se recogieron las células procedentes de 1 mL de cultivo de 
la estirpe receptora cuando alcanzó una A600 de 0.3-0.6, y se resuspendieron en 75 µL de LB 
frío. Tras una incubación a 4 ºC durante 5 min para enfriar las células, se añadieron 75 µL de 




TSS 2X frío, se mezcló suavemente y se incubó de nuevo 5 min a 4 ºC, estando las células 
entonces listas para ser transformadas. 
TSS 2X: Triptona 0.8 % (p/v), extracto de levadura 0.5 % (p/v), NaCl 85.5 mM, PEG-8000 
25 mM, DMSO 10 % (v/v), MgSO4 100 mM, (pH 6.5). 
 
3.2.11. Transferencia de plásmidos por transformación mediante choque térmico 
Se mezclaron 50 µL de células competentes con 500 ng de preparación de plásmido o, 
en su caso, 10-15 µL de mezcla de ligación y se incubaron 30 min a 4 ºC para la correcta 
adsorción a la superficie celular. Después se sometieron a un choque térmico de durante 40 
s a 42 ºC, se enfriaron rápidamente en hielo y se les añadió 1 mL de SOC. Finalmente, se 
incubaron a 37 ºC durante 60- 90 min para que el antibiótico se exprese, se sembraron en 
placas de medio selectivo y se incubaron toda la noche a dicha temperatura. 
Medio SOB: Triptona 2 % (p/v), extrato de levadura 0.5 % (p/v), NaCl 8.5 mM, KCl 1.25 
mM. Ajustar el pH a 7 con NaOH y autoclavar. Añadir posteriormente MgCl2 10 mM. 
Medio SOC: Medio SOB suplementado con glucosa 0.36 mM.  
 
3.2.12. Transferencia de plásmidos por electroporación 
Para la transformación de plásmidos por electroporación se añadieron entre 100 y 500 
ng de plásmido en un volumen no superior a 10 μL, y 100 μL de células electrocompetentes 
de P. putida descritas en el apartado 3.2.10. La mezcla se transfirió a una cubeta de 
electroporación con una distancia de 0.2 mm entre los electrodos preenfriadas a -20 ºC, y se 
dio un pulso según el protocolo Ec2 de un electroporador MicropulserTM (Bio-Rad). 
Inmediatamente después del pulso, se añadió 1 mL de SOC para la reconstitución rápida de 
las membranas celulares, se homogenizó la mezcla y se transfirió a un tubo eppendorf que 
se incubó 1-2 horas a 30 °C en agitación. 
Con objeto de integrar fragmentos en el cromosoma de P. putida mediante el sistema 
de transposición Tn7 (Lambertsen et al., 2004), se procedió de forma similar pero se usó 1 μg 
del plásmido donador del fragmento (derivado del pME6182 o pUC18Sfi-miniTn7BB-Gm, que 
contiene las resistencias a Gm y Ap), 1 μg del plásmido helper pUX-BF13 (contiene la 
transposasa y la resistencia a Ap) y 100 μL de células electrocompetentes. La integración 
estable del fragmento contenido entre ambos extremos del transposón (Tn7R y Tn7L) se 
produce en un sitio único del cromosoma aguas abajo del gen glmS (PP5499) en P. putida. 
La mezcla se transfirió a cubetas de electroporación de 0.2 mm de paso, se aplicó un pulso 




eléctrico y se añadió 1 mL de SOC. A continuación, se incubó 2 horas a 30 °C en agitación, 
se hicieron diluciones de la mezcla y se sembraron en placas de LB con los antibióticos 
adecuados para la selección de la integración del fragmento. Para comprobar los candidatos 
integrados correctamente en el cromosoma de P. putida, se analizaron mediante amplificación 
por PCR de colonias con un oligonucleótido que hibridaba dentro de la secuencia del 
transposón (Tn7R109) y otro dentro del gen glmS (Tn7Glms), amplificando un fragmento de 
150 pb si la integración era correcta. 
 
3.2.13. Secuenciación de ADN  
La secuenciación de los plásmidos para confirmar la secuencia clonada fue llevada a 
cabo por la empresa STAB VIDA (Portugal). Las lecturas obtenidas se compararon con las 
bases de datos mediante la herramienta BLAST (Altschul et al., 1997) disponible en la página 
web del NCBI (http://ncbi.nim.nih.gov/blast). 
 
3.2.14. Preparación de ARN total 
Las extracciones de ARN se realizaron según (Garcia-Gonzalez et al., 2005) con 
algunas modificaciones. En cada extracción se partió de biomasa correspondiente a 10 mL 
de cultivo a A600= 0.4 en los medios oportunos. Cuando los cultivos alcanzaron la densidad 
óptica adecuada, se recogieron las células en alícuotas de 2 mL por centrifugación en frío y 
se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido. Las alícuotas se guardaron a -80 ºC hasta 
el momento de ser procesadas. Posteriormente, cada alícuota se resuspendió en 0.5 mL de 
TriPure Isolation Reagent (Roche), que contiene fenol e isocianato de guanidinio, y se 
incubaron un tiempo mínimo de 10 min a 60 ºC para lisar las células. Tras juntar las alícuotas 
dos a dos, se centrifugaron 10 min a 16100 g y a 4 ºC para separar los restos celulares. El 
sobrenadante se transfirió entonces a tubos de Phase Lock Gel (Eppendorf) precompactados 
al cual se les añadió 200 µL de cloroformo, se agitaron por inversión y se incubaron a 4 ºC 
durante 15 min. Después se centrifugaron a 16100 g durante 15 min a temperatura ambiente. 
La fase acuosa se extrajo mediante la adición de 400 µL de fenol: cloroformo: isoamílico 
(25:24:1) al mismo tubo y su posterior centrifugación a 16100 g, 5 min a 4 ºC. La muestra se 
transfirió entonces a un nuevo tubo y se precipitó con 1 volumen de isopropanol durante 10 
min a 4 ºC. Tras un lavado con etanol 70 % preenfriado se secaron los precipitados en vacío 
y se resuspendieron en un volumen de 100 µL de H2O tratada con dietilpirocarbonato (DEPC; 
compuesto que inactiva las ARNasas).  




 Para los ensayos de PCR cuantitativa, se realizó un tratamiento con ADNasa I para 
eliminar posibles trazas de ADN utilizando para ello el kit Turbo DNA Free (Ambion) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. A continuación, las muestras se limpiaron una vez más, 
eliminando gran parte del ARN ribosómico 5S con RNeasy mini kit (Qiagen), usando el 
protocolo Clean Up y eluyendo cada muestra en 50 µL de H2O del kit (ARNase free). Las 
muestras de ARN se cuantificaron en el NanoDrop y se visualizaron en gel de agarosa para 
verificar la cuantificación y comprobar su integridad. Para descartar la presencia de ADN 
contaminante se llevó a cabo una PCR con 500 ng de ARN como molde y oligonucleótidos 
que amplificaban regiones de genes de alta expresión, como son el gen del ARN 16S o el de 
la proteína ribosómica L28 de la subunidad 50S (L28-1 y L28-2). Las muestras de ARN fueron 
guardadas a -20 ºC en alícuotas para un uso a corto plazo o a -80 ºC para largo plazo. 
 
3.2.15. Cuantificación de ácidos nucleicos 
Para cuantificar las distintas preparaciones de ADN de doble cadena (ADN plasmídico, 
fragmentos de ADN purificados, ADN total, etc.) se midió la absorbancia a 260 nm en un 
espectrofotómetro NanoDrop ND-2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, 
DE, USA) y se calculó la concentración aplicando un coeficiente de extinción de 50 ng cm μL-
1. En el caso de las muestras de ARN, las medidas se efectuaron de la misma forma, pero 
aplicando para el cálculo un coeficiente de extinción de 40 ng cm μL-1. 
 
3.2.16. Análisis por Southern blotting 
3.2.16.1. Marcaje de sondas de ADN con digoxigenina 
Las sondas de ADN empleadas consistieron en fragmentos de restricción o de PCR 
aislados de geles de agarosa. En el marcaje de las sondas de ADN se empleó el método no 
radiactivo de la digoxigenina dUTP (deoxiuridín nucleósido trifosfato) siguiendo el método de 
cebado aleatorio o random priming en base a las instrucciones del proveedor.  
Tras digerir y purificar las sondas, se marcaron con digoxigenina empleando 2 μL de 
Dig Labelling mix 10X (Roche), 2 μL de Hexanucleotide mix 10X (Roche) y 1 U de enzima 
Klenow (Roche) en un volumen de 20 μL e incubando la mezcla toda la noche a 37 °C. Como 
protocolo alternativo se realizó la propia reacción de PCR en un volumen final de 25 µL con 
2.5 µL de Dig Labelling mix 10X (Roche) y se purificó la banda tras migrar los productos en 
un gel de agarosa. 




3.2.16.2. Hibridación de sondas de ADN (Southern blotting) 
Para la comprobación de los mutantes MPO493 y MPO494 por Southern blotting se 
sintetizó por PCR una sonda flanqueante al gen cbrA que se denominó cbrAL empleando los 
oligonucleótidos CbrAFEcoL/ CbrAL_rev y siguiendo el protocolo de PCR descrito en el 
apartado 3.2.3. Los productos de PCR se purificaron de un gel de agarosa 1 % con el kit GFX 
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare). El marcaje de las sondas con 
digoxigenina se llevó a cabo según se describió en el apartado 3.2.16.1. 
Se digirieron 6 μg de ADN cromosómico de las distintas estirpes con las enzimas 
BamHI/SalI/EcoRI/HindIII usando 2 μL de enzima (Roche) de cada una e incubando 16 horas 
a 37 °C en un volumen final de 50 μl. Se separó el ADN digerido en función de su tamaño en 
un gel de agarosa 0.7 % (p/v) migrado a 45 V a 4 ºC durante toda la noche. En primer lugar, 
se aplicaron las soluciones de despurinización (20 min) para favorecer la fragmentación del 
ADN, desnaturalización (30 min) y neutralización (2 x 15 min) realizando lavados con agua 
destilada entre cada paso. Posteriormente, la transferencia del ADN desde el gel de agarosa 
a la membrana de nailon Hybond N+ (GE Healthcare) se realizó usando el sistema de 
transferencia semi-seca en pirámide con SSC 10X y mecha papel Whatman (3 mm espesor), 
durante toda la noche a temperatura ambiente como se muestra en la figura 19.   
 
 
Figura 19. Esquema del sistema de transferencia en pirámide de ADN a membrana por 
capilaridad. El gel con el ADN fragmentado por las enzimas de restricción se colocó sobre una 
superficie de vidrio con una mecha de papel de filtro Whatman y sobre éste se colocó la membrana de 
nylon junto a sucesivas capas de papel de filtro y papel toalla. En la parte superior se colocó un soporte 
de vidrio y sobre él algún objeto pesado. 
 
La membrana se lavó con SSC 2X, se secó por completo y se procedió a fijar mediante 
crosslink por irradiación con luz ultravioleta a 700 V durante al menos 30 segundos. Se 
comprobó la transferencia por tinción del gel con bromuro de etidio 1 mg/mL.  




La hibridación de la membrana con el ADN transferido y la sonda marcada con 
digoxigenina se realizó en un horno de hibridación Hybridiser HB-3D (Techne). La solución de 
prehibridación se precalentó 10 minutos a 65 °C y a continuación se añadieron 125 μL de 
ADN de esperma de salmón hervido (10 mg/mL) por cada 25 mL de solución de prehibridación 
y se dejó atemperando otros 10 minutos a 65 °C. En los tubos de hibridación se añadió la 
solución de prehibridación precalentada cubriendo toda la membrana y se incubó durante 1 h 
a 42 °C. En caso de sondas de nueva síntesis, se desnaturalizó a 100 °C 10 minutos con 
carácter previo a la hibridación, para sondas reutilizadas se omitió este paso. Cuando la sonda 
era reutilizada se reemplazaba la solución de prehibridación por la de hibridación. Se dejaron 
hibridando las sondas alrededor de 20 horas a 42 °C en el horno de hibridación. 
Posteriormente, se hicieron dos lavados de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente con 
SSC 2X + SDS 0.1 % (p/v) a los que siguieron otros dos lavados de 15 minutos cada uno con 
SSC 0.1X + SDS 0.1 % (p/v) precalentada a 68 °C, usando el horno de hibridación.  
La detección de señal se llevó a cabo mediante un anticuerpo anti-digoxigenina- dUTP 
conjugado con fosfatasa alcalina (Roche). Todos los pasos siguientes se realizaron a 
temperatura ambiente y en agitación. La membrana se equilibró con Tampón 1, incubándola 
1 minuto en esta solución. A continuación, se bloqueó durante 1 h en solución de bloqueo 1 
%, tiempo tras el cual se añadió el anticuerpo (1 μL por cada 10 mL de solución de bloqueo) 
y se dejó incubar durante 30 minutos.  Después, se lavaron las membranas dos veces en 40 
mL de Tween 20 al 0.3 % (v/v) en Tampón 1 durante 15 minutos. Se retiró la solución de 
lavado y se equilibró 2 minutos en 20 mL de Tampón 3. Para revelar el Southern se añadió el 
sustrato luminiscente de la fosfatasa alcalina, CSPD (Roche) con dilución 1:300, se 
homogenizó y se incubo 5 minutos en agitación. Finalmente se pusieron las membranas en 
bolsas de hibridación eliminando cualquier burbuja. Se incubó durante 15 minutos a 37 °C 
para activar la fosfatasa alcalina. Se expusieron las membranas el tiempo deseado (entre 30 
min y 1 h) en el sistema de imagen ChemiDocTM MP Imaging System (Bio-Rad) para poder 
visualizar el patrón de bandas luminiscentes.  
Para los ensayos Dot-blot se procedió de igual forma salvo que se añadieron 5 µL de 
diluciones seriadas de ADN marcado en paralelo con la sonda sin marcar directamente en la 
membrana, se dejó secar y se realizó el crosslink e hibridación como se ha descrito 
anteriormente.  
Solución de depurinización: HCl 0.25 M. 
Solución de desnaturalización: NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M. 
Solución de neutralización: Tris-HCl 1 M, NaCl 1.5 M, (pH 7.4).  




Tampón SSC 20X: NaCl 175 g/L, citrato sódico · 2 H2O 88 g/L. Ajustar a pH 7 con HCl 1 
M. 
Solución de prehibridación: SSC 5X, N-laurilsarcosina 0.1 % (p/v), SDS 0.2 %, solución 
de bloqueo 1 % (p/v) (Roche), formamida 50 % (v/v), ADN de esperma de salmón 0.05 
mg/L. El ADN de esperma de salmón debe de añadirse en el momento de usar la solución, 
previamente hervido durante 10 min. 
Tampón 1: Ácido maleico 100 mM, NaCl 150 mM, (pH 7.5).  
Solución de bloqueo 1 %: 4 mL blocking reagent 10 % en 36 mL de Tampón 1.  
Tampón 3: Tris-HCl 100 mM (pH 9.5), NaCl 100 mM, MgCl2 50 mM.  
 
3.3. Obtención de estirpes mutantes en P. putida KT2442 
3.3.1. Construcción de un mutante de deleción ΔcbrX-cbrA, (MPO494) 
El mutante MPO494 (ΔcbrX-cbrA), se generó mediante un doble evento de 
recombinación homóloga del plásmido pMPO485 que contenía las regiones flanqueantes a 
los genes a delecionar (cbrXA) en P. putida KT2442. Para ello, se amplificaron mediante PCR 
las regiones flanqueantes al gen cbrA con las parejas de oligonucleótidos CbrAL1_fwd/ 
CbrAL1_rev (generando los sitios de restricción EcoRI/BamHI) para amplificar la región 
izquierda (L, 650 pb) y CbrAR_fwd/ CbrAR_rev (generando los sitios de restricción 
BamHI/HindIII) para la región flanqueante derecha (R, 529 pb), usando siempre ADN 
genómico como molde. Tras la digestión de estos fragmentos con las enzimas de restricción 
adecuadas, se clonaron en una ligación a tres en el plásmido pEX18Tc digerido EcoRI/HindIII 
para generar el plásmido pMPO484. De este modo, se elimina la región promotora del gen 
cbrA, incluyendo la totalidad de cbrX y una buena parte de cbrA (2409 nt de un total de 2976 
nt de cbrA) pero manteniendo intacto su extremo 3’ que contiene el promotor de cbrB. El 
vector resultante se denominó pMPO484. A continuación, se clonó el marcador de resistencia 
a kanamicina flanqueado por regiones de reconocimiento de la flipasa (FRTs) -escindido con 
BamHI del plásmido pMPO284-, en pMPO484, resultando en el plásmido pMPO485. Este 
plásmido, no replicativo en P. putida, se transfirió por electroporación a la estirpe KT2442 
(Choi et al., 2006) y se seleccionaron colonias resistentes al marcador de kanamicina que 
habían integrado el plásmido mediante un único evento de recombinación homóloga en placas 
de medio LB-Rif20-Km25. Para forzar el doble evento de recombinación y consecuente escisión 
del fragmento de interés, se dejaron envejecer en LB y se hicieron réplicas en placas de LB-
Km25-Sac10 y LB-Rif20-Tc5. Los mutantes de deleción deben ser resistentes a kanamicina y 
sensibles a sacarosa y tetraciclina al perder el gen sacB y la TcR presentes en el plásmido 
derivado de pEX18Tc integrado (Figura 20). La estirpe resultante se denominó MPO493. 





Figura 20. Construcción del mutante de deleción ΔcbrX-cbrA. Diagrama que representa el proceso 
de recombinación homóloga del plásmido pMPO485 en P. putida KT2442 (arriba) mediante el cual se 
delecionó los genes cbrX-cbrA incluyendo el promotor de cbrA (PcbrA) pero conservando el promotor de 
cbrB (PcbrB) que se encuentra solapando con el extremo 3’ de cbrA. En el centro se muestra el 
cointegrado que da lugar a la estirpe MPO493. Además, se representa el resultado del proceso de 
escisión del marcador de resistencia a kanamicina (KmR) flanqueado por secuencias FRT (triángulos 
amarillos) mediada por la enzima flipasa (abajo). La cicatriz que dejan las FRTs incorpora un codón de 
STOP en la pauta de lectura integrada.  
 
Para eliminar la resistencia a kanamicina de la estirpe MPO493 se transformó mediante 
conjugación el plásmido pFLP2, que codificaba la flipasa que reconoce las secuencias FRT 
que la flanqueaban y después de 6-8 h a 30 ºC se segregó el parche de conjugación en LB-
Cb500. Finalmente, se hicieron estrías en placas de Rif20-Km25 y réplicas en Rif20-Cb500. Los 
candidatos que crecieron en medio LB pero no en presencia de Km (por haber escindido el 
gen) ni en Cb (por haber perdido el plásmido pFLP2) fueron seleccionados como clones de 
interés. La estirpe mutante de deleción ΔcbrX-cbrA se denominó MPO494 (Figura 20). 




Finalmente, se extrajo ADN genómico a las estirpes MPO493 y MPO494 y se comprobó 
su correcta disposición genómica tras la integración del plásmido pMPO485 en el genoma de 
P. putida KT2442, así como la correcta escisión del módulo de kanamicina mediante Southern 
blotting (apartado 3.2.16). Además, a aquellos candidatos que presentaban el patrón correcto, 
se les extrajo ARN y por PCR cuantitativa con los oligonucleótidos cbrA1Q y cbrA2Q se 
comprobó que no expresaba cbrA. A la estirpe resultante se le denominó MPO494. 
 
3.3.2. Complementación del mutante de deleción ΔcbrX-cbrA 
La complementación cromosómica del mutante de deleción ΔcbrXA, MPO494, se basó 
en el método de integración sitio-específica del transposón miniTn7 en el sitio glmS de P. 
putida descrito por (Choi et al., 2005). Los plásmidos con la secuencia silvestre cbrX-cbrA así 
como versiones de cbrX con mutaciones puntuales construidos para tal propósito fueron los 
siguientes: 
¨ pMPO1317 (cbrX-cbrA): Clonación de la secuencia silvestre cbrX-cbrA expresada bajo 
su propio promotor en pME6182 digerido HindIII/SmaI (Valentini et al., 2014). La 
estirpe resultante se denominó MPO498. 
¨ pMPO434 (cbrX-ATG1): Derivado de pMPO1317 al cual se le ha introducido una 
mutación puntual en el presumible codón de inicio de cbrX que pasa a ser GCA. Se 
amplificó por PCR un fragmento de 283 pb con los oligonucleótidos CbrAcomplF/ 
ATGpep_rev y uno de 1757 pb con la pareja de oligonucleótidos ATGpep_fwd/ 
CbrAEcoRI_rev. Con ambos fragmentos como molde, se amplificó por PCR solapante 
con los oligonucleótidos externos CbrAcomplF/ CbrAEcoRI_rev un inserto de 2 kb 
(promotor y extremo 5’ de cbrA) el cual se digirió con las enzimas HindIII/EcoRI y se 
sustituyó en pMPO1317 digerido con las mismas restrictasas. La estirpe resultante se 
denominó MPO497. 
¨ pMPO1344 (cbrX-ATG2): Derivado de pMPO1317 al cual se le ha introducido una 
mutación puntual en el segundo ATG de cbrX que pasa a ser GAT (MetàAsp). Se 
amplificó por PCR un fragmento de 346 pb con los oligonucleótidos CbrAcomplF/ 
ATG2pep_rev y uno de 1694 pb con la pareja de oligonucleótidos ATG2pep_fwd/ 
CbrAEcoRI_rev. Con ambos fragmentos como molde, se amplificó por PCR solapante 
con los oligonucleótidos externos CbrAcomplF/ CbrAEcoRI_rev un inserto de 2 kb 
(promotor y extremo 5’ de cbrA) el cual se digirió con las enzimas HindIII/EcoRI y se 




sustituyó en pMPO1317 digerido con las mismas restrictasas. La estirpe resultante se 
denominó MPO513. 
¨ pMPO1349 (cbrX-ATG1&2): Derivado de pMPO1317 al cual se le ha introducido dos 
mutaciones puntuales ambos ATGs de cbrX que pasan a ser ATG1àGCA (MetàAla) 
y ATG2àGAT (MetàAsp). A partir de pMPO434 como molde, se amplificó por PCR 
un fragmento de 346 pb con los oligonucleótidos CbrAcomplF/ ATG2pep_rev y uno de 
1694 pb con la pareja de oligonucleótidos ATG2pep_fwd/ CbrAEcoRI_rev. Con ambos 
fragmentos como molde, se amplificó por PCR solapante con los oligonucleótidos 
externos CbrAcomplF/ CbrAEcoRI_rev un inserto de 2 kb (promotor y extremo 5’ de 
cbrA) el cual se digirió con las enzimas HindIII/EcoRI y se sustituyó en pMPO1317 
digerido con las mismas restrictasas. La estirpe resultante se denominó MPO514. 
¨ pMPO1368 (cbrX-ΔT): Derivado de pMPO1317 al cual se le ha delecionado un 
nucleótido T en la posición +4 de cbrX generando un desfase en la pauta abierta de 
lectura de cbrX. Se amplificó por PCR un fragmento de 284 pb con los oligonucleótidos 
CbrAcomplF/ ATG1-Tpep_rev y uno de 1754 pb con la pareja de oligonucleótidos 
ATG1-Tpep_fwd/ CbrAEcoRI_rev. Con ambos fragmentos como molde, se amplificó 
por PCR solapante con los oligonucleótidos externos CbrAcomplF/ CbrAEcoRI_rev un 
inserto de 2 kb (promotor y extremo 5’ de cbrA) el cual se digirió con las enzimas 
HindIII/EcoRI y se sustituyó en pMPO1317 digerido con las mismas restrictasas. La 
estirpe resultante se denominó MPO522. 
¨ pMPO1369 (cbrX-ΔT+C): Derivado de pMPO1317 al cual se le ha delecionado un 
nucleótido T en la posición +4 e insertado un nucleótido C en la posición +118 de cbrX 
recuperando la pauta abierta de lectura. Se amplificó por PCR un fragmento de 401 
pb con los oligonucleótidos CbrAcomplF/ Pep3+C_rev y uno de 1643 pb con la pareja 
de oligonucleótidos Pep3+C_fwd/ CbrAEcoRI_rev. Con ambos fragmentos como 
molde, se amplificó por PCR solapante con los oligonucleótidos externos CbrAcomplF/ 
CbrAEcoRI_rev un inserto de 2 kb (promotor y extremo 5’ de cbrA) el cual se digirió 
con las enzimas HindIII/EcoRI y se sustituyó en pMPO1317 digerido con las mismas 
restrictasas. La estirpe resultante se denominó MPO529. 
 
 




3.3.3. Construcción de un mutante de deleción ΔsigX, (MPO973) 
La construcción del mutante de deleción del gen sigX (PP2088) se realizó mediante el 
sistema de edición de genomas bacterianos basado en la endonucleasa específica I-SceI 
(Martínez-García & de Lorenzo, 2011). Para ello, se amplificó por PCR las regiones 
flanqueantes izquierda (L, 681 pb) y derecha (R, 692 pb) al gen sigX con las parejas de 
oligonucleótidos SigXL_SacFw/ SigXL_KpnRv y SigXR_KpnFw/ SigXR_BamRv, 
respectivamente. Ambos insertos se clonaron en el vector pBluescript II SK (+) generando 
pMPO1282 y se comprobaron por secuenciación. A continuación, se subclonaron ambas 
regiones como un único inserto (1349 pb) en el plásmido no replicativo pEMG digerido 
previamente con las enzimas SacI/BamHI. El plásmido resultante, pMPO1283, se transformó 
por TSS a la estirpe DH5α l-pir y posteriormente fue transferido a P. putida KT2442 mediante 
conjugación triparental. pMPO1283 es un plásmido no replicativo en Pseudomonas, de modo 
que tras la conjugación se producirá un evento simple de recombinación homóloga a través 
de una de las dos regiones flanqueantes y los transconjugantes serán resistentes a 
kanamicina. 
Tras comprobar que los cointegrados eran resistentes a rifampicina (Rif20) y a 
kanamicina (Km25) como consecuencia a la integración del plásmido pMPO1283 en su 
genoma, se procedió a conjugar el plásmido pSW-I que porta la endonucleasa específica I-
SceI. El parche de conjugación se segregó a colonia aislada en placas de LB con Rif20 y Cb500. 
Para inducir el segundo evento de recombinación homóloga, es preciso inducir la expresión 
de I-SceI (expresada bajo el promotor Pm de XylS) con la adición de 3-metilbenzoato (3MB) 
de modo que provocará un corte de doble cadena en la hebra del ADN y, por consiguiente, 
su posterior reparación por la maquinaria celular. Entonces, a partir de inóculos saturados en 
LB Cb500, se diluyeron 100 veces e incubaron a 30 ºC hasta alcanzar una A600= 0.5, momento 
en el cual se le adicionó el inductor 3MB a una concentración final de 15 mM. Transcurridas 
6-8 h de inducción, se sembraron diluciones seriadas de 106 a 1010 en placas de LB Rif20 Cb500 
y se incubaron toda la noche a 30 ºC. Se hicieron réplicas de las colonias en placas de LB Rif 
Cb500 y Rif20 Km25 seleccionando aquellos candidatos que fueran resistentes a Cb500 y 
sensibles a Km25 como resultado de la resolución del cointegrado mediante el segundo evento 
de recombinación homóloga (Figura 21). 





Figura 21. Construcción del mutante de deleción ΔsigX. Diagrama que representa el proceso de 
recombinación homóloga del plásmido pMPO1283 en P. putida KT2442 (arriba) mediante el cual se 
delecionó el gen sigX. En el centro se muestra uno de los posibles cointegrados como resultado de 
recombinación de una de las regiones flanqueantes homólogas a sigX. En la parte inferior, se 
representa la estirpe resultante, MPO974, tras la reparación del corte de doble cadena generado por la 
endonucleasa I-SceI expresada in vivo en el plásmido pSW-I. 
 
Por último, se sembraron las células en placas de LB sin antibiótico y se pusieron 
cultivos desde colonias aisladas con el fin de que perdieran el plásmido pSW-I. Se hicieron 
réplicas en Rif20-Km25 y en Rif20-Cb500. Los candidatos que crecieron en medio LB pero no en 
presencia de Km (por haber escindido el gen) ni en Cb (por haber perdido el plásmido pSW-
I) fueron seleccionados como clones de interés. A continuación, se extrajo ADN genómico a 
los posibles candidatos y se comprobó mediante PCR su correcta disposición genómica 
utilizando varias combinaciones de oligonucleótidos internos y externos al gen sigX y tras su 
posterior secuenciación se confirmó que se había producido la deleción. La estirpe resultante 
se denominó MPO973. 
 




3.3.4. Construcción de un mutante doble de deleción en Δcrc y ΔsigX, (MPO974) 
La construcción de un doble mutante de deleción en los genes crc y sigX, MPO974, se 
realizó tal y como se explica en el apartado 3.3.3, empleando la estirpe P. putida KT2442-C1 
como base para delecionar sigX. 
 
3.3.5. Obtención de mutantes supresores de CrcZ mediante mutagénesis por 
transposición 
Los mutantes se generaron mediante mutagénesis por inserción del transposón 
miniTn5-Km contenido en el plásmido pUTminiTn5-Km. El plásmido pUTminiTn5-Km se 
transfirió mediante conjugación triparental al mutante Δcrc (MPO548) de P. putida 
caracterizado por contener la fusión transcripcional de la región promotora de crcZ al gen de 
resistencia a estreptomicina integrada en su genoma. El parche de conjugación se incubó 8 h 
a 30 ºC y, transcurrido ese tiempo, se resuspendió en 2 mL de tampón fosfato salino 1X. A 
continuación, se sembraron diluciones seriadas de 105 a 108 en medio LB con Gm10 para el 
conteo de células viables, diluciones de 101 a 103 en medio LB con Gm10 y Km25 para 
seleccionar los mutantes transpuestos totales y, diluciones de 101 y 102 en medio LB con 
Gm10, Km25 y concentraciones crecientes de Sm[25-200] con el fin de seleccionar los mutantes 
de interés. 
Los mutantes de interés se distinguirán por su capacidad de resistir concentraciones de 
estreptomicina superiores al mutante Δcrc (MPO548) lo cual se correlaciona con niveles 
elevados de CrcZ como consecuencia de la inserción del transposón en un gen determinado. 
Las colonias resistentes a estreptomicina con inserción del transposón se estriaron en placas 
con los antibióticos adecuados y se pusieron cultivos en medio líquido para su posterior 
cribado por dilución en gota detallado en el apartado 3.1.5.1.1. 
La frecuencia de transposición se calculó dividiendo el número de transpuestos entre el 
número de células viables mientras que la frecuencia de aparición de mutantes supresores se 










3.4. Clonaciones en vectores de expresión 
3.4.1. Construcción de plásmidos con fusiones transcripcionales a gfpmut3 
Para monitorizar la expresión génica del sistema Cbr en determinadas condiciones a 
lo largo del tiempo, tal y como se describe en el apartado 3.5.2., se construyeron fusiones 
transcripcionales de tres genes dianas de CbrB al gen reportero gfpmut3::lacZ. Para ello, las 
regiones promotoras de crcZ, crcY y PP2810 fueron escindidas por restricción con las enzimas 
EcoRI/BamHI de los plásmidos pMPO1316, pMPO1314 y pMPO420, respectivamente. Los 
fragmentos se clonaron en el vector pMRB1 digerido con EcoRI/BamHI para generar los 
plásmidos pMPO356, pMPO357 y pMPO355 respectivamente. 
 
3.4.2. Construcción de plásmidos con fusiones transcripcionales y traduccionales a 
lacZ 
Con el propósito de estimar el efecto de las mutaciones puntuales de cbrX sobre la 
expresión de CbrA, se diseñaron fusiones traduccionales de la región promotora de cbrA 
(PcbrXA) al gen reportero lacZ. Para ello, se amplificaron mediante PCR la región promotora 
(coordenadas -421 a +249 desde el ATG) con los oligonucleótidos CbrAcomplF/ 
PcbrAlongSmaI_rev usando como ADN molde los plásmidos con la secuencia silvestre 
pMPO1317 y con diferentes mutaciones puntuales en cbrX pMPO434 (ATG1), pMPO1344 
(ATG2), pMPO1349 (ATG1&2), pMPO1368 (ΔT) y pMPO1369 (ΔT+C). El producto de PCR 
resultante (682 pb) se digirió con las enzimas de restricción HindIII, haciendo extremo romo 
con Klenow, y XmaI y se clonó de manera dirigida en el vector pMPO200 previamente digerido 
con EcoRI, haciendo romo con la ADN polimerasa del fago T4, y XmaI. Los plásmidos 
resultantes se denominaron pMPO1370, pMPO1371, pMPO1372, pMPO1373, pMPO1374 y 
pMPO1259, respectivamente. 
Para determinar la influencia de Crc sobre la transcripción de cbrA, se diseñó una fusión 
de la región promotora de cbrA (PcbrXA) al lacZ contenida en el plásmido pMPO1357. Se 
amplificó un fragmento de 465 pb con los oligonucleótidos PcbrAEcoRI_fwd/ PcbrASmaI_rev 
usando como molde ADN genómico de P. putida KT2442 y se clonó de manera dirigida en el 
plásmido pMPO234 diregido con las enzimas EcoRI/SmaI. 
En la cuantificación de los niveles de expresión de CrcZ en los distintos mutantes de 
inserción con miniTn5-Km, se utilizó el plásmido pMPO1284 con la fusión transcripcional 
PcrcZ::lacZ equivalente a pMPO1316 donde se sustituyó el marcador de resistencia a 




ampicilina por apramicina. En primer lugar, se escindió por restricción el gen aac(3)IV que 
codifica a la enzima aminoglucósido N(3)-acetiltransferasa obtenido del plásmido pSET152 
con BfaI y se hicieron extremos romos con la ADN polimerasa del fago T4. A continuación, se 
clonó en romo el inserto en el plásmido pMPO1316 digerido previamente SfiI/EcoRI 
sustituyendo de este modo el marcador de selección de ampicilina por apramicina. 
 
3.4.3. Construcción de plásmidos con versiones de la proteína CbrA 
Durante la caracterización de los dominios de la proteína sensora CbrA y su implicación 
en la recepción de la señal, se diseñaron versiones de la proteína portando una deleción en 
fase de cada uno de sus dominios expresadas bajo el promotor heterólogo Ptac. Además, se 
les incorporó una Shine-Dalgarno sintética optimizada empleando el programa bioinformático 
RBS Calculator (Salis, 2011) para optimizar su tasa de traducción. 
¨ pMPO358 (Ptac-cbrA ΔTM): Clonación de cbrA expresado bajo el promotor heterólogo 
Ptac, que conserva el ATG iniciador y el gen al cual se le ha delecionado la secuencia 
correspondiente a los 13 dominios transmembrana en 3’. La secuencia de inicio de la 
traducción se encuentra en fase con el resto del gen. Además, se le ha incorporado 
una Shine-Dalgarno optimizada por RBS calculator. Para su construcción se purificó 
un fragmento de 1714 pb que contenía el casete de expresión lacIq-Ptac desde el 
plásmido pIZ1016 digerido con las enzimas NcoI, haciendo extremo romo con Klenow, 
e HindIII. La versión truncada del gen cbrA se amplificó por PCR con la pareja de 
oligonucleótidos CbrAsol1_fwd/ CbrAsol_rev usando pMPO483 como molde, y se 
digirió con las enzimas HindIII y SphI. Los fragmentos correspondientes al casete de 
expresión y al gen cbrA truncado se clonaron en el vector pME6182 en las dianas 
SmaI/SphI. Con esta clonación se incluye un promotor fuerte junto a una Shine-
Dalgarno optimizada y después la secuencia de cbrA con una deleción en fase de los 
dominios TM (coordenadas +28 y +1575 desde el ATG) con el inicio de traducción. La 
estirpe resultante se denominó MPO506. 
¨ pMPO1348 (Ptac-cbrA ΔPAS): Clonación de cbrA expresado bajo el promotor 
heterólogo Ptac, al cual se le ha delecionado la secuencia correspondiente al dominio 
PAS en fase con el resto de la secuencia de la proteína. Además, se le ha incorporado 
una Shine-Dalgarno optimizada por RBS calculator. Para su construcción se digirió el 
plásmido pIZ1016 con las enzimas NcoI/HindIII, haciendo ambos extremos romos con 
Klenow, y se purificó un fragmento de 1714 pb que contenía el casete de expresión 




lacIq-Ptac. El casete de expresión se clonó en el plásmido pMPO1338 dando lugar al 
plásmido pMPO1347. Por otra parte, se amplificó por PCR un fragmento de 768 pb 
con los oligonucleótidos CbrATMSD_fwd/ CbrATM-NcoI_rev y se clonó en romo en el 
sitio de restricción HindIII del plásmido pMPO1347, generando pMPO1348. Con esta 
clonación se incluye un promotor fuerte junto a una Shine-Dalgarno optimizada y la 
secuencia de cbrA con una deleción en fase del dominio PAS (coordenadas +1881 y 
+2108 desde el ATG) con el inicio de traducción. La estirpe resultante se denominó 
MPO515. 
Las versiones de la proteína carente de los dominios transmembrana (TM) y del dominio 
PAS expresadas bajo su propio promotor (pMPO1325 y pMPO1324, respectivamente), fueron 
cedidas amablemente por Sofía Muñoz (Monteagudo-Cascales et al., 2019).  
 
3.4.4. Construcción de plásmidos con CbrA y CbrA-ΔTM fusionados a GFP 
Para determinar la localización intracelular de la proteína CbrA y la versión truncada en 
sus 13 dominios transmembrana CbrA-ΔTM, mediante microscopía confocal de fluorescencia, 
se clonaron en el vector de expresión pUC18Sfi-miniTn7BB-Gm las pautas de lectura 
fusionadas a gfpmut3 en fase para dar lugar a proteínas de fusión fluorescentes de CbrA-GFP 
y CbrA-ΔTM-GFP. A continuación, las versiones de CbrA fluorescentes se integraron en el 
sitio Tn7 del cromosoma. 
En primer lugar, se amplificó por PCR el alelo del gen gfpmut3 que codifica a la proteína 
fluorescente verde con los oligonucleótidos GFPfusion_fwd/ PstI_gfp_rev, usando como 
molde el plásmido pMRB1. El fragmento de 767 pb resultante fue digerido con las enzimas de 
restricción SpeI/PstI y clonado de manera dirigida en pUC18Sfi-minitn7BB-Gm, generando el 
plásmido pMPO1350. Posteriormente, el casete de expresión lacIq-Ptac, procedente de la 
restricción NcoI romo/HindIII del plásmido pIZ1016 se clonó en pMPO1350 digerido con las 
mismas enzimas dando lugar al plásmido pMPO1353. 
La construcción de los plásmidos con las versiones de CbrA fusionadas en fase a la 
GFP se detalla a continuación: 
¨ pMPO1261 (PcbrA-cbrA’-‘gfpmut3): Clonación de cbrA en fase con gfpmut3, expresada 
bajo su propio promotor. Se escindió un fragmento de 1.7 kb con las enzimas HindIII, 
romo, y KspI y se clonó en el vector pMPO1359 previamente digerido con SpeI, romo, 
y KspI. La estirpe resultante se denominó MPO520. 




¨ pMPO1359 (Ptac-cbrA’-‘gfpmut3): Clonación de cbrA en fase con gfpmut3, expresada 
bajo el promotor heterólogo Ptac y portando una Shine-Dalgarno optimizada. Para su 
construcción se amplificó por PCR dos fragmentos de 1623 pb y 1.4 kb con las parejas 
de oligonucleótidos CbrATMSD_fwd/ CbrAEcoRI_rev y CbrAEcoRI_fwd/ 
CbrAfusionXhoI_rev, respectivamente, usando como ADN molde el plásmido 
pMPO1317. Los productos de PCR fueron digeridos con las enzimas HindIII/EcoRI y 
EcoRI/XhoI, respectivamente, y ligados en una clonación a tres en pMPO1353 digerido 
HindIII/XhoI. La estirpe resultante se denominó MPO519. 
¨ pMPO1367 (PcbrA-cbrA ΔTM’-‘gfpmut3): Clonación de la versión truncada soluble de 
cbrA en fase con gfpmut3 y expresada bajo su propio promotor. Un fragmento de 1.6 
kb se escindió por restricción con HindIII romo/SalI desde el plásmido pMPO1325 y se 
clonó en pMPO1359 digerido SpeI romo/SalI. La estirpe resultante se denominó 
MPO521. 
¨ pMPO1358 (Ptac-cbrA ΔTM’-‘gfpmut3): Clonación de la versión truncada soluble de 
cbrA en fase con gfpmut3, expresada bajo el promotor heterólogo Ptac y portando una 
Shine-Dalgarno optimizada. Para su construcción se amplificó por PCR un fragmento 
de 1476 pb con los oligonucleótidos CbrAsol2_fwd/ CbrAfusionXhoI_rev a partir del 
plásmido pMPO1325. A continuación, el inserto correspondiente se digirió con las 
enzimas HindIII/XhoI y se clonó en de manera dirigida en pMPO1353. La estirpe 
resultante se denominó MPO518. 
 
3.4.5. Construcción de plásmidos para superproducir CbrA y CbrA-ΔTM 
Para superproducir la proteína nativa CbrA y su versión soluble CbrA-ΔTM, se clonaron 
la secuencia codificante de cbrA y la secuencia carente de los dominios transmembrana de 
cbrA en el plásmido pTXB1 siguiendo las instrucciones del IMPACT (Intein Mediated 
Purification with an Affinity Chitin-binding Tag, New England Biolabs) kit. Ambos plásmidos 
contenían los genes de las distintas proteínas de interés fusionados en el extremo C-terminal 
a una mini inteína codificada por el gen gyrA de Mycobacterium xenopi (Mxe GyrA inteina) 
con un dominio de unión a quitina (CBD, Chitin Binding Domain) permitiendo su purificación 
sin ningún aminoácido extra por afinidad del precursor de fusión en una columna de quitina 
(Figura 23). 
¨ pMPO1279 (CbrA’-‘inteína-CBD): Clonación de cbrA en fase con el tag inteína-CBD 
en su extremo C-terminal. Se amplificó mediante PCR un fragmento de 3 kb con los 




oligonucleótidos CbrA-NdeI_fwd/ CbrAintein-SpeI_rev empleando como ADN molde el 
plásmido pMPO1261. A continuación, se digirió con las enzimas NdeI/SpeI y se clonó 
en el vector pTXB1 previamente digerido con las mismas restrictasas. 
¨ pMPO1280 (CbrA-ΔTM’-‘inteína-CBD): Clonación de cbrA soluble en fase con con el 
tag inteína-CBD en su extremo C-terminal. Para su construcción se amplificó por PCR 
un fragmento de 1434 pb con los oligonucleótidos CbrATM-NdeI_fwd/ CbrAintein-
SpeI_rev usando como ADN molde el plásmido pMPO1367. El producto de PCR se 
digirió con las enzimas NdeI/SpeI y se clonó de manera dirigida en el plásmido pTXB1 
digerido previamente con las mismas restrictasas.  
 
3.4.6. Construcción de plásmidos con fusión transcripcional de crcZ a genes de 
resistencia a antibióticos  
La estimación de los niveles de expresión de CrcZ como método de cribado de mutantes 
de inserción en la búsqueda de elementos reguladores desconocidos, se realizó a través de 
la fusión transcripcional de la región promotora de crcZ al gen reportero aadA que codifica a 
estreptomicina 3”(9) O-nucleotidil transferasa y confiere resistencia a los antibióticos 
estreptomicina y espectinomicina. Para la construcción del plásmido pMPO1265 (PcrcZ::aadA) 
se escindió por restricción EcoRI/BamHI un fragmento de 307 pb correspondiente a PcrcZ 
desde pMPO1316. Posteriormente, se amplificó mediante PCR un fragmento de 938 pb con 
los oligonucleótidos aadA-BamHI_fwd/ aadA-XhoI_rev empleando el plásmido pSEVA421 
como ADN molde y se digirió con las enzimas de restricción BamHI/XhoI. Finalmente, se 
realizó una clonación dirigida a tres en el plásmido pMPO1379 digerido previamente con las 
restrictasas EcoRI/XhoI. 
 
3.5. Análisis de la expresión génica 
3.5.1. Ensayos de actividad β-galactosidasa 
Los ensayos de actividad β-galactosidasa para aquellas estirpes que contenían 
plásmidos con fusiones transcripcionales o traduccionales de secuencias promotoras al gen 
lacZ (plásmidos derivados de pMPO234 o pMPO200, respectivamente), se realizaron según 
(Miller, 1992). Se partió de preinóculos saturados de 5-10 mL en LB o MM con succinato como 
fuente de carbono, que se lavaron con tampón fosfato salino 3 veces y se diluyeron en los 
medios adecuados para el ensayo. Si el medio del ensayo era LB la dilución de inicio del 




cultivo fue de A600= 0.05 a partir del preinóculo de LB, y si el medio era MM con succinato u 
oxalacetato se diluyeron a A600= 0.1 o A600= 0.3, respectivamente, a partir del preinóculo de 
MM con succinato. Los cultivos se incubaron a 30 ºC en agitación hasta alcanzar la fase 
exponencial media de crecimiento (A600 = 0.25-0.5). Una vez alcanzada la A600 adecuada, se 
tomaron 20-100 µL de cultivo y se mezclaron en hielo con 700 µL de tampón Z con β-
mercaptoetanol recién añadido, 30 µL de cloroformo y 20 µL de SDS 0.1 % (p/v). La mezcla 
se homogenizó en el vórtex y se mantuvo 5 minutos a 30 ºC antes de añadirle 200 µL de 
ONPG 13 mM (o-nitrofenil galactopiranósido, preparado en tampón Z). Se volvió a 
homogenizar en el vórtex y se incubó a 30 ºC hasta que la mezcla adquirió una tonalidad 
amarilla, momento en el que se paró la reacción añadiendo 500 µL de carbonato sódico 
(Na2CO3) 1 M y poniéndola en hielo. Se anotó el tiempo transcurrido entre la adición de ONPG 
y la de Na2CO3, se centrifugó la mezcla 15 min a 9300 g y se cuantificó el color amarillo del 
sobrenadante en un espectrofotómetro a 420 nm. En la cuantificación de la actividad β-
galactosidasa de cada muestra en unidades Miller se aplicó la siguiente fórmula: 
 
Actividad: Unidades Miller. 
A420: Absorbancia de la reacción a 420 nm de longitud de onda. 
V: Volumen de cultivo utilizado en la reacción (mL). 
A600: Absorbancia del cultivo a 600 nm de longitud de onda. 
t: Tiempo de reacción (minutos). 
 
Tampón Z: Na2HPO4 60 mM, NaH2PO4 · H2O 40 mM, KCl 10 mM, MgSO4 · 7 H2O 1 mM. 
Antes de usar, añadir β–mercaptoetanol 0.27 % (v/v).  
 
3.5.2. Cuantificación fluorimétrica de la expresión génica 
La expresión génica de fusiones transcripcionales al gen gfpmut3 también se estimó a 
través de la medida de la fluorescencia emitida por la proteína fluorescente verde (GFP, Green 
Fluorescent Protein) para crcZ, crcY y PP2810 en los plásmidos pMPO356, pMPO357 y 
pMPO355, respectivamente. Para ello, las estirpes se cultivaron en LB o MM con succinato 
durante toda la noche hasta saturación y se lavaron 3 veces con tampón fosfato salino antes 
de diluirse en el correspondiente medio a una A600= 0.2 en un volumen final de 150 µl, en 
placas de 96 pocillos (Costar 96, (Corning)). La placa se incubó a 30 ºC con agitación a 510 
rpm durante 23 horas en un lector de placas multipocillos Spark 10M Tecan. El aumento de 




absorbancia (A600) y fluorescencia (excitación a 435 nm y emisión a 535 nm) se monitorizó en 
intervalos de 15 min durante 24 horas. La fluorescencia se representó como fluorescencia 
específica siendo ésta la relación de la fluorescencia emitida por la GFP entre la densidad 
óptica. 
 
3.5.3. Retrotranscripción de ARN 
La retrotranscripción de ARN total (3-10 µg) se llevó a cabo como se describe en (Yuste 
et al., 2006) con el kit High Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems) que usa como 
cebadores una mezcla de hexámeros aleatorios. La reacción tuvo lugar en un volumen final 
de 100 µL y se aplicó el programa recomendado por el fabricante (10 minutos a 25 ºC y 2 h a 
37 ºC). El ADN complementario (ADNc) obtenido se limpió con el kit Quiaquick (Quiagen) y 
se eluyó en 50 µL de H2O. Para cuantificar la cantidad de ADNc obtenida, se midió la 
absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro Nanodrop ND-2000 Spectrophotometer el cual 
calculó la concentración aplicando un coeficiente de extinción de 33 ng cm µL-1. 
 
3.5.4. RT-PCR semicuantitativa 
Se cuantificó la cantidad de ARN mensajero (ARNm) mediante amplificación del ADNc 
por PCR con un número corto de ciclos (normalmente 25 ciclos). Los ADNc se obtuvieron 
según (Yuste et al., 2006) con algunas modificaciones. La detección de segmentos de 
transcritos con un tamaño de amplicón de 177 pb correspondientes al extremo 5’ de cbrA y 
cbrX se llevó a cabo con las parejas de oligonucleótidos RT-CbrA_fwd/ RT-CbrA_rev y RT-
cbrX_fwd/ RT-cbrX_rev, respectivamente. Además, la cotranscripción de cbrX y cbrA se 
analizó mediante RT-PCR utilizando las parejas de oligonucleótidos RT-PcbrXA_fwd2/ RT-
cbrX_rev, RT-PcbrXA_fwd2/ RT-CbrA_rev y RT-CbrA_fwd/ RT-CbrA_rev generando unos 
amplicones con un tamaño de 207 pb, 414 pb y 177 pb, respectivamente. 
En cada reacción de amplificación se usó el kit llustra™ PureTaq™ Ready-to-Go™ PCR 
beads (GE Healthcare) empleando como molde 0.5-25 ng de ADNc y siguiendo las 
instrucciones del proveedor. Para confirmar la integridad del ADNc se amplificó un fragmento 
de 455 pb del gen ribosómico 16S con los oligonucleótidos rrn-f27 y rrn-r519 (Hugenholtz et 
al., 1998). Se realizaron controles positivos y negativos con ADN genómico de KT2442 y sin 
molde respectivamente. Los productos de amplificación se resolvieron y visualizaron mediante 
electroforesis en geles de agarosa 2 % en tampón TAE 1 X (p/v) con tinción en bromuro de 
etidio. 




3.5.5. PCR cuantitativa (RT-qPCR) 
En este ensayo, se combina la amplificación de fragmentos de ADN mediante PCR con 
la cuantificación de ADN a través de la detección de la fluorescencia emitida por el agente 
intercalante SYBR Green tras unirse específicamente al ADN de doble cadena. De este modo, 
se diseñaron oligonucleótidos para cada gen a analizar (Tabla 5) con el programa 
bioinformático Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 
 En todos los casos, se extrajo ARN de tres réplicas biológicas de cada condición y se 
retrotranscribió (véase apartados 3.2.14. y 3.5.3.). Una vez obtenido, el ADNc se limpió con 
el kit Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen) y se cuantificó en un espectrofotómetro NanoDrop 
ND-2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Se mezclaron en frío 
10 ng de ADNc molde, 300 nM de cada oligonucleótido y 5 µl de FastGene® IC Green 2x 
qPCR Universal Mix (NIPPON Genetics EUROPE) al cual se le añadió el tinte de referencia 
ROXTM a 50 nM para normalizar las fluctuaciones del indicador fluorescente, en un volumen 
final de 10 µL por cada reacción para tres réplicas técnicas de reacción de PCR por condición. 
Los amplicones de PCR variaron entre 80-100 pb. Como curva patrón de calibración se 
realizaron 5 diluciones seriadas de ADN cromosómico de 25-0.0025 ng del organismo 
silvestre P. putida KT2442, que sirvieron así de referencia para cuantificar la cantidad relativa 
de ADNc de un gen presente en cada condición. Todas las reacciones se realizaron por 
triplicado en una placa de 96 pocillos de material óptico (polipropileno). Las reacciones de 
PCR cuantitativa se realizaron en un termociclador CFX ConnectTM Real-Time PCR Detection 
System (Bio-Rad) según las instrucciones del fabricante, siguiendo el siguiente programa: 
 a) Desnaturalización inicial: 2 min a 95 ºC. 
 b) 40 ciclos: 
  - Etapa de desnaturalización: 10 s a 95 ºC. 
  - Etapa de apareamiento y extensión: 30 s a 60 ºC. 
 c) Subida paulatina de la temperatura desde 55 ºC hasta 95 ºC (Curva de melting). 
Este último paso es un protocolo de disociación del ADN para detectar posibles productos 
inespecíficos, como serían los dímeros de oligonucleótidos, a través de las temperaturas de 
desnaturalización (Tm) de los productos presentes en la muestra, calculadas a partir de la 
curva de disociación obtenida. Si hubiese más de un producto tras la reacción de amplificación 
aparecería más de una Tm, en cuyo caso se descartarían los oligonucleótidos usados por falta 
de especificidad. 




  Para cada gen se hicieron un mínimo de 3 réplicas biológicas (cultivos diferentes) y 
de cada réplica biológica un mínimo de 3 réplicas técnicas (3 repeticiones). Los datos 
obtenidos se normalizaron frente a una de las condiciones de ensayo, que denominamos 
condición control. Por último, se calcularon las medias y desviaciones estándar de las 
normalizaciones de todas las repeticiones de cada experimento. 
 
3.6. Manipulación de proteínas 
3.6.1. Obtención de extractos totales de cultivos bacterianos y separación de 
fracciones proteicas 
Con el objetivo de determinar la localización intracelular de las distintas versiones de la 
proteína sensora CbrA, se inocularon en MM con succinato a A600= 0.1 las estirpes que 
expresaban la proteína CbrA silvestre (MPO520) y soluble CbrA-ΔTM (MPO521) bajo su 
propio promotor y sobreexpresadas bajo el promotor heterólogo Ptac (MPO519 y MPO518, 
respectivamente) a partir de cultivos saturados en MM con succinato toda la noche a 30 ºC. 
Cuando fue preciso, se indujo la expresión con IPTG cuando alcanzaron una A600= 0.3-0.4, 
momento en el que las células se lavaron tres veces en frío con tampón fosfato salino 1X 
suplementado con un cóctel de inhibidores de proteasas (Protease-Inhibitor MixM, SERVA 
Electrophoresis), se recogieron por centrifugación durante 20 min a 4000 g y el pellet celular 
se resuspendió en 1 mL del mismo tampón. A continuación, se procedió a la ruptura celular 
aplicando 12 pulsos de 2-3 segundos de ultrasonidos en el sonicador digital Branson 450 
(Marshall Scientific) con una amplitud del 10 % intercalando 10 s de incubación en hielo entre 
cada pulso. El lisado celular resultante se centrifugó en frío a 16000 g durante 2 min. El 
sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo y se anotó como Fracción soluble. Por otra parte, 
el pellet se lavó dos veces con H2O milliQ, se concentró 10 veces en 100 µl de tampón urea, 
se sometió a 10 pulsos de sonicación y se recogió en otro tubo tras centrifugar a 4 ºC a 16000 
g durante 2 min, denominándose Fracción de membrana. 
Tampón Na2PHO4 con inhibidores de proteasas: Relación de 1 µl del mix de inhibidores 
proteasa por 1 mL tampón 1X. 
Tampón urea: Urea 8 M y SDS 0.1 % (p/v).  
	
3.6.2. Cuantificación de proteínas 
La concentración de proteínas bacterianas tanto de extractos proteicos como proteínas 
purificadas se determinó mediante la cuantificación por Bradford (Bradford, 1976) utilizando 




el sistema comercial BioRad Protein Assay kit. No obstante, para la cuantificación de muestras 
solubilizadas con tampón urea como las fracciones de membrana, se empleó el kit RC DC 
Protein Assay (Bio-Rad) basado en el método tradicional de Lowry (Lowry et al., 1951), 
siguiendo las instrucciones del proveedor. Este nuevo método permite cuantificar proteínas 
en presencia de agentes reductores o detergentes en elevadas concentraciones que 
interfieren con los métodos tradicionales de Lowry, Bradford o BCA. En todos los casos se 
utilizó como patrón la seroalbúmina bovina (BSA). 
 
3.6.3. Electroforesis desnaturalizante de proteínas en geles de poliacrilamida-SDS 
Para analizar la cantidad de proteína total de la célula se recogió el pellet 
correspondiente a 1 mL de cultivo y se resuspendió en 25 µL de agua por cada unidad de A600 
del cultivo. A continuación, se le añadió 1 volumen de tampón de carga 2X, se hirvió entre 5-
10 minutos y se centrifugó para eliminar los restos celulares, utilizando normalmente 5-10 µL 
del sobrenadante para visualizar las proteínas en gel. Cuando se analizaron extractos de 
proteína soluble se les añadió 1 volumen de tampón de carga 2X antes de cargarlos en el gel, 
mientras que para visualizar la fracción precipitada (insoluble) de proteínas resultante de la 
preparación de los extractos, se procedió de la misma forma que en el análisis de la proteína 
total salvo hirviendo al menos 15 minutos antes de cargar la muestra. 
En aquellos casos en los que se realizó una cuantificación previa de las proteínas 
presentes en cada extracto celular, se mezclaron de 10-30 µg de proteína total con tampón 
de carga 2X en un volumen final de 10-15 µl, aproximadamente. Las mezclas se hirvieron 
entre 5-10 minutos, se centrifugaron al menos 2 min a 16000 g para eliminar posibles restos 
celulares y se cargaron en el correspondiente gel de poliacrilamida-SDS. 
 Las proteínas fueron analizadas en base a su peso molecular mediante electroforesis 
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS 0.1 % (p/v), según el método descrito 
por (Laemmli, 1970). La electroforesis de proteínas se realizó en geles de poliacrilamida-SDS 
discontinuos, consistentes en una parte superior de empaquetamiento (gel stacking) y una 
parte inferior de separación (gel running). Habitualmente, se usaron geles de separación al 
7.5 y 10 % de acrilamida, según el tamaño de las proteínas a separar, con un gel de 
empaquetamiento al 4.5 %. Como marcador de peso molecular se usó el marcador B de 
Ready Gel Bands (Bio-Rad) o bien, los marcadores preteñidos Spectra Multicolor High Range 
Protein Ladder (Thermo-Scientific) o Precision Plus ProteinTM All Blue (Bio-Rad) dependiendo 
de la finalidad del gel. La electroforesis se realizó en Tank Buffer 1X a una intensidad de 




corriente fija de 30 mA por gel en el equipo Mini Protean® Tetra-celI (Bio-Rad). Se hicieron 3 
lavados de 5 minutos con agua del gel y se tiñó con EZBlue Gel Staining Reagent (Sigma-
Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente se lavó con agua y se secó en 
un secador de geles HoeferTM Slab Gel Dryer CD 2000 (GE Healthcare) durante 1 hora a 80 
ºC para su conservación. 
Tampón de carga 2X: Tris-HCl 160 mM (pH 8), glicerol 20 % (v/v), SDS 4 %, azul de 
bromofenol 0.1 % y β–mercaptoetanol 10 % (v/v).  
Gel stacking o de empaquetamiento: Tris-HCl 125 mM (pH 6.8), SDS 0.1 % (p/v), 
acrilamida:bisacrilamida al 4.5 %, persulfato amónico (APS) 0.1 % y TEMED 0.1 % (v/v).  
Gel running o de separación: Tris-HCl 375 mM (pH 8.8), SDS 0.075 %, 
acrilamida:bisacrilamida 40 % (37.5:1) al 7.5-10 %, persulfato amónico (APS) 0.033 % y 
TEMED 0.067 %. 
Tank Buffer 1X: Trizma base 25 mM, glicina 19.2 mM y SDS 0.1 % (p/v).  
	
3.6.4. Detección de proteínas separadas en PAGE por reconocimiento antígeno-
anticuerpo (Western blotting) 
En primer lugar, se realizó una electroforesis convencional en gel de poliacrilamida-SDS 
al 10 % preparado según el kit TGX Stain-FreeTM FastCastTM Acrylamyde (Bio-Rad) cargando 
10 μg de proteína total de cada extracto (fracción soluble y fracción de membrana). Antes de 
proceder a la transferencia de las proteínas separadas en función de su peso molecular, se 
activó el gel con luz UV permitiendo visualizar con gran sensibilidad las proteínas gracias a 
compuestos trihalo que emiten fluorescencia al reaccionar con residuos de triptófano (Posch 
et al., 2013). Tras comprobar la carga homogénea de las muestras, se equilibró la membrana 
de nitrocelulosa junto a dos pilas de 7 capas papel de transferencia en tampón de 
transferencia 1X durante 2 min. La transferencia de las proteínas desde el gel a la membrana 
se realizó usando el sistema de transferencia Trans-Blot® TurboTM Transfer System RTA 
Transfer kits (Bio-Rad) (Figura 22) fijando una diferencia de potencial límite de 25 V y una 
intensidad de corriente constante de 1.3 A durante 20 minutos para favorecer la transferencia 
de las proteínas de mayor peso molecular.  





Figura 22. Esquema de la transferencia de proteínas a membrana de nitrocelulosa mediante el 
sistema de transferencia Trans-Blot® TurboTM Transfer System RTA Transfer (Bio-Rad). Se 
representa el orden de ensamblaje del sándwich de transferencia. La membrana de nitrocelulosa se 
colocó sobre una pila de papel de filtro y sobre éste se colocó el gel con las proteínas junto a otra pila 
de papel de filtro impregnados previamente en tampón de transferencia. El sándwich resultante se 
colocó sobre el ánodo (+) y el conjunto se cerró con la superficie que actuará como cátodo (-). 
 
Una vez terminada la transferencia, la membrana se incubó durante 1 h en solución de 
bloqueo al 5 %, se lavó 4 veces durante 15 minutos cada vez con TTBS 1X y se incubó con 
el anticuerpo primario policlonal (anti-GFP IgG, Sigma-Aldrich) diluido 2000 veces en solución 
bloqueo al 5 % toda la noche a 4 °C con agitación. A la mañana siguiente, se retiró el 
anticuerpo primario y se volvió a lavar la membrana 4 veces con tampón TTBS 1X para retirar 
el anticuerpo en exceso. Luego se incubó la membrana durante 1 h con el anticuerpo 
secundario, anti-conejo conjugado con peroxidasa de rábano (HRP-IgG, Sigma-Aldrich) 
diluido 10000 veces en solución de bloqueo al 5 %. Finalmente, se repitieron los lavados con 
TTBS 1X (4 lavados de 15 minutos) y para detectar el anticuerpo se usó el kit de revelación 
SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Scientific) mezclando 200 μL 
de cada solución y dejando actuar durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo de incubación, 
se secó el exceso de reactivo de la membrana y ésta se expuso en el sistema de imagen 
ChemiDocTM XRS (Bio-Rad) durante el tiempo necesario (entre 5 y 15 minutos). 
Tampón de transferencia: Tris 25 mM, glicina 192 mM (pH 8.3), 20 % etanol. 
TBS 10X: Tris-HCl 1 M (pH 7.5), NaCl 2.5 M. 
TTBS 1X: Tween-20 al 0.05 % (v/v) en TBS 1X. 
Solución de bloqueo al 5 %: leche en polvo desnatada 50 g/L en TTBS 1X.  
 




3.6.5. Superproducción de proteínas en Escherichia coli 
Para purificar las proteínas CbrA silvestre y su versión CbrA-ΔTM carente de los 13 
dominios transmembrana (CbrA-ΔTM) en E. coli, se superprodujeron en los plásmidos 
pMPO1279 y pMPO1280 (véase apartado 3.4.5.) en las estirpes BL21 (DE3) pLysS y ER2566 
según las instrucciones del IMPACTTM kit. Como control negativo se usó el vector original 
donde se había clonado (pTXB1).  
En el proceso de superproducción de las proteínas recombinantes CbrA y CbrA-ΔTM 
fusionadas a la inteína en su extremo C-terminal se siguió el siguiente protocolo: A partir de 
inóculos saturados en LB con ampicilina de las estirpes E. coli ER2566 y E. coli BL21 DE3 
pLysS transformadas con los plásmidos pMPO1279 y pMPO1280, se diluyeron 100 veces en 
0.5 L de medio fresco y se incubaron a 37 ºC en agitación hasta que la A600 alcanzó un valor 
cercano a 0.4. A continuación se adicionó el inductor IPTG a una concentración final de 0.5 
mM y se incubaron toda la noche a 16 ºC. Al día siguiente, las células se recogieron por 
centrifugación a 4 ºC durante 20 min a 4000 g, se lavó con 25 mL de tampón Tris-HCl 20 mM 
(pH 8.1) y tras centrifugar de nuevo, los sedimentos se congelaron a -80 ºC. 
 
3.6.6. Purificación de la proteína truncada CbrA-ΔTM  
Para proceder a la purificación de la proteína CbrA-ΔTM se usó una cromatografía de 
afinidad basada en la interacción del dominio de unión de quitina de nuestra proteína 
recombinante a una columna cargada con una resina de quitina (S6651S, New England) en 
base a las instrucciones del fabricante (Figura 23).  
 
Figura 23. Esquema del proceso de purificación de proteínas fusionadas en su extremo C-
terminal según IMPACTTM kit. El casete de expresión contenido en el plásmido pTXB1 permite la 
superproducción de proteínas fusionadas en su extremo C-terminal al tag inteína y en él se representa 
el promotor de T7 en amarillo, la secuencia codificante del gen de la proteína de interés en rosa, el sitio 
de clonación múltiple en morado y la secuencia del tag inteína en azul. Tras la superproducción de la 




proteína de interés fusionada a la inteína, se cargará en la columna de afinidad de quitina y se inducirá 
la escisión del tag empleando reactivos como el DTT que liberarán a la proteína. Finalmente, se eluirá 
la proteína de interés a través de diferentes lavados de la columna con tampón de diálisis. 
 
Todos los siguientes pasos se realizaron a 4 ºC. Los sedimentos de 0.5 L de cultivo 
inducido de la estirpe ER2566 conteniendo el plásmido pMPO1280 se resuspendieron en 15 
mL de tampón de unión. La lisis bacteriana se realizó mediante sonicación aplicando 20 pulsos 
de 10 s al 30 % de amplitud intercalando 10 s de incubación en hielo entre cada pulso. Tras 
el proceso de ruptura celular, se centrifugó la muestra 20 min a 12000 g y la muestra se filtró 
con filtros de 0.22 µm. A continuación, el sobrenadante filtrado se cargó a la columna de 
quitina previamente equilibrada con 50 mL de tampón de unión a un flujo de 0.4 mL/min. La 
columna fue lavada con 100 mL de tampón de unión y, a continuación, se procedió a eluir la 
proteína de interés aplicando 20 mL de tampón de unión con 50 mM de DTT y dejando incubar 
toda la noche a 4 ºC. Después de la incubación, se eluyeron 12 mL de proteína que se sometió 
a diálisis toda la noche a 4 ºC empleando 1 L de tampón de diálisis. 
Se recogieron todas las fracciones y se detectó la presencia de CbrA-ΔTM mediante 
visualización en un gel de poliacrilamida-SDS según se detalla en el apartado 3.6.3. Las 
fracciones de interés se concentraron mediante el uso de Centricones de 10K (Amicon Ultra, 
Millipore) en un volumen final de 3 mL y se conservaron a -80 ºC. La concentración de proteína 
se calculó usando un método basado en el descrito por Bradford (Bradford, 1976), utilizando 
el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) y la pureza se estimó visualmente mediante SDS-
PAGE en paralelo con seroalbúmina bovina como control de carga. 
Tampón de unión: Tris-HCl 20 mM (pH 8), NaCl 500 mM.	 
Tampón de diálisis: Tris-HCl 20 mM (pH 8), NaCl 150 mM.		
	
3.7. Técnicas de microscopía y análisis de imágenes 
3.7.1. Microscopía confocal de superresolución 
Todas las observaciones microscópicas de cultivo se realizaron en un microscopio 
confocal de barrido láser Zeiss 880 (CLSM) (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemania) equipado 
con un láser de argón, un detector Airyscan y un conjunto de filtros para el seguimiento de la 
expresión de proteínas fluorescentes verde (GFP) (excitación 488 nm, emisión 517 nm), cian 
(CFP), roja (RFP) y amarilla (YFP). Con el fin de maximizar la resolución, las imágenes fueron 
obtenidas utilizando un objetivo de inmersión en aceite 63X/1.48 NA y un láser de argón a 488 




nm como fuente de excitación de la proteína fluorescente verde. Las proyecciones de máxima 
intensidad obtenidas de pilas de un total de 5 secciones en el plano Z (z-stacks) se analizaron 
con el programa ImageJ (Schneider et al., 2012). El preprocesamiento de las imágenes 
comprendió ajustes lineales como brillo y contraste seguido de un filtro de normalización 
gaussiano con radio 1.5 y finalmente, un algoritmo de nitidez. 
Para detectar la localización celular de la proteína CbrA silvestre y CbrA-ΔTM soluble 
fusionadas a GFP, se establecieron cultivos de las estirpes MPO519, MPO518, MPO520 y 
MPO521 en MM con succinato y se dejaron inducir durante 3 h hasta alcanzar la fase 
exponencial media (A600=0.3). La preparación de las muestras bacterianas consistió en 
incubar 0.5 mL de cada cultivo en placas de cultivo con fondo de vidrio de 35 mm (MatTek) 
durante 15 min a temperatura ambiente, realizar cuidadosamente dos lavados con tampón 
fosfato salino 1X y, por último, fijar las muestras con p-formaldehído (PFA) al 4 % durante 10 
min. 
 
3.8. Medida de la estabilidad térmica por las interacciones proteína-ligando  
La medida de estabilidad térmica de la interacción de la proteína CbrA-ΔTM con diversos 
ligandos se llevó a cabo mediante estudios de fluorescencia como fluorimetría diferencial de 
barrido. 
 
3.8.1. Fluorimetría diferencial de barrido 
Los ensayos de fluorimetría diferencial de barrido (del inglés Differential Scanning 
Fluorimetry) se realizaron en placas de 96 pocillos de fondo cónico (Costar 96, Corning) y se 
definieron dos etapas: una etapa de normalización y una etapa de titulación. En la etapa de 
normalización se pretendió determinar las condiciones de tampón y sales más favorables para 
la estabilidad de la proteína. Para ello, se mezcló en un volumen final de 20 µL, la proteína a 
10 µM y una dilución del fluoróforo SYPRO Orange 5X con distintos tampones como Tris-HCl, 
HEPES-NaOH y MES-NaOH a pH 6, 7.5 y 8.1 y acetato sódico con ácido acético (NaAc-HAc) 
a pH 4 y 5, a una concentración final de 20 mM y 100 mM. Además, se les adicionó NaCl en 
un rango de concentraciones de 0 mM a 150 mM. Una vez definidas las condiciones óptimas 
para la proteína, se procedió a la titulación con concentraciones de ligando comprendidas 
entre 0.34 mM y 7.5 mM. Como controles se pusieron 20 µL del medio tamponado sin proteína 
(No Protein Control, NPC) y medio tamponado con ligando (Ligand Only Control, LOP). 




Las medidas se registraron en el sistema CFX ConnectTM Real-Time PCR Detection 
System (Bio-Rad) programado para que la temperatura aumentara gradualmente a razón de 
1 °C min-1 desde los 20 ºC hasta los 95 °C. Los cambios en la intensidad de la fluorescencia 
del SYPRO Orange se midieron excitando las muestras a 492 nm y observando la emisión de 
fluorescencia a 575 nm. Los valores de Tm se calcularon a partir del primer mínimo negativo 
en la derivada de las trazas de fluorescencia registradas, usando el programa CFX ManagerTM 
Software (Bio-Rad).  
 
3.9. Otros ensayos 
3.9.1. Cuantificación de nucleótidos de piridina 
La inducción de los cultivos a partir de los cuales se realizó la extracción y cuantificación 
de los nucleótidos de piridina NAD+(H), NADP+(H) y de los nucleótidos ATP/ADP siguió el 
procedimiento aplicado en los ensayos de actividad β-galactosidasa.  En cada extracción se 
partió de biomasa correspondiente a 400 mL de cultivo a A600= 0.3 en medio LB obtenida a 
partir de un preinóculo de 20 mL crecido o/n en el mismo medio. Alcanzada la densidad óptica 
adecuada, se recogieron las células por centrifugación en frío a 13000 rpm 2 min. Se retiró el 
sobrenadante guardando previamente 1 mL que se utilizará para hacer blanco y descartar 
posibles interferentes del medio LB. El pellet se transpasó a un tubo eppendorf de 1.5 mL, se 
centrifugó de nuevo y se congeló inmediatamente en nitrógeno líquido. Las alícuotas se 
guardaron a -80 ºC hasta el momento de ser procesadas. 
Finalmente, el procesamiento de las muestras, la extracción y cuantificación de los 
distintos nucleótidos se realizó en el laboratorio de fisiopatología celular y bioenergética de la 
Universidad Pablo de Olavide (Sevilla). Las concentraciones se normalizaron en función de 
los mg de proteínas del extracto total y los coeficientes redox se calcularon como 

























Capítulo 1. Regulación de la expresión de cbrAB 
4.1.1. Localización genómica de cbrA-cbrB 
En el contexto genómico de P. putida, los genes cbrA y cbrB, que codifican la histidina 
quinasa y el elemento regulador de respuesta del sistema de dos componentes CbrAB, se 
encuentran agrupados en una misma unidad transcripcional según el software de predicción 
de operones DOOR (Database for prOkaryotic OpeRons) (Mao et al., 2009) empleado por la 
base de datos de pseudomonas.com (Figura 24). Aguas arriba de la región codificante de 
cbrA se localiza el promotor PcbrA que controla la expresión de cbrAB. Además, en nuestro 
grupo se ha identificado un promotor interno en el extremo 3’ de cbrA que dirige la expresión 
de cbrB y se ha denominado PcbrB (Amador et al., 2016), que coincide con el identificado 
previamente en P. aeruginosa (Nishijyo et al., 2001). cbrB se expresa mayoritariamente desde 
PcbrB, aunque existe una pequeña expresión basal que consideramos no significativa, desde 
PcbrA (datos no mostrados).   
En el genoma de P. putida y aguas abajo de cbrB en una unidad transcripcional 
independiente, se encuentra el gen crcZ que codifica a un ARN regulador. CrcZ junto a otros 
ARNs similares (CrcY en P. putida KT2440 y CrcX en P. syringae DC3000), ejercen un efecto 
antagonista al proceso de represión catabólica mediado por el complejo Hfq/Crc en las 
bacterias de la familia de las Pseudomonas (véase introducción, apartado 1.4.1). En P. putida 
los promotores PcrcZ y PcrcY, dependientes del factor alternativo sN, son directamente activados 
por CbrB con una transcripción read-through que permite mantener unos niveles basales 
elevados y controlar la disponibilidad de Hfq/Crc en condiciones CCR (véase introducción, 
apartado 1.3.3) (García-Mauriño et al., 2013; Hernández-Arranz et al., 2016). 
La organización genómica de cbrA, cbrB y crcZ se encuentra altamente conservada en 
distintas especies los géneros Pseudomonas y Azotobacter de la familia Pseudomonadaceae, 
únicos géneros donde se ha descrito (Figura 24). La conservación de la sintenia convierte al 
sistema Cbr en un sistema de dos componentes exclusivo de las Pseudomonadaceae lo cual 
ha suscitado un gran interés por desentrañar los mecanismos de regulación, detección y 






Figura 24. Organización genómica del locus cbrA-cbrB-crcZ en la familia Pseudomonadaceae. 
Representación gráfica de la organización génica de cbrA (azul), cbrB (amarillo) y crcZ (blanco) en P. 
putida KT2442, P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa PA14, P. fluorescens SBW25, P. fluorescens Pf0-
1, P. rhyzosphaerae DSM 16299, P. syringae CC1557, P. syringae pv. tomato DC3000, A. chroococcum 
NCIMB 8003 y A. vinelandii DJ. Las regiones promotoras se simbolizan mediante flechas, en gris otros 
posibles ARNp y en naranja genes adyacentes. 
 
4.1.2. Identificación de la pauta abierta de lectura cbrX 
El análisis detallado de la región promotora de cbrA reveló la presencia de una pauta 
abierta de lectura inicialmente no anotada en la base de datos de Pseudomonas.com 
denominada PP5704, que se halla solapando parcialmente con el inicio de traducción de cbrA 






La secuencia de cbrX codifica un pequeño péptido de tan sólo 58 aminoácidos de 
función actualmente desconocida. Dado que cbrX solapa con la secuencia de cbrA en 17 nt 
debe pertenecer a un mismo ARNm y, por lo tanto, transcribirse a partir del mismo promotor. 
cbrX y cbrA se traducen en pautas abierta de lectura diferentes. Además, el ARNm contiene 
una posible Shine-Dalgarno de secuencia semiconservada (TCGAGG) localizada a 5 pb 
aguas arriba del primer ATG, posible inicio de la traducción de cbrX, que podría constituir el 
sitio de unión de ribosomas de cbrX (Figura 25 B). 
 
 
Figura 25. Organización genómica del locus cbrX-cbrA-cbrB en Pseudomonas putida. (A) 
Representación gráfica de la organización génica de cbrX (PP5704, en rojo), cbrA (PP4695, en 
morado), cbrB (PP4696, en amarillo) y crcZ (PPmr53, en blanco) en Pseudomonas putida KT2442. Las 
regiones promotoras de cbrA, cbrB y crcZ se simbolizan mediante flechas. (B) Secuencia de ADN de 
la región promotora de cbrX y de cbrA en Pseudomonas putida KT2440. Las secuencias subrayadas 
corresponden a las cajas conservadas -10 y -35, el sitio de unión de Crc predicho se indica en cursiva 
y subrayado con línea discontinua, las posibles Shine-Dalgarno de cbrX “TCGAGG” y de cbrA 
“CAGAGC” se representan recuadradas en negro y en azul, respectivamente. La secuencia codificante 
de cbrX se representa en rojo, la secuencia de cbrA sombreada en morado y la región solapante entre 







La búsqueda en las bases de datos de ortólogos a cbrX reveló que esta secuencia es 
exclusiva de la familia Pseudomonadaceae y que además está altamente conservada dentro 
de los géneros bacterianos Pseudomonas y Azotobacter. La identidad obtenida tras la 
realización de un alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas (Blastp) alcanzó el 100 
% en P. putida DOT-TE1 y P. rhyzosphaerae DSM, un 97 % con P. aeruginosa PAO1 mientras 
que un 95 % de identidad con P. fluorescens Pf0-1, P. mendocina DLHK, P. syringae CC1557, 
A. beijerinckii, A. chroococcum NCIMB 8003 y A. vinelandii DJ (Figura 26 A). Además, no se 
ha detectado la presencia de parálogos en P. putida.  
La predicción de estructura secundaria mediante la herramienta SOSUI 
(http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/sosui_submit.html) y su modelado por homología 
con otras proteínas desarrollado por SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org) reveló 
la presencia de dos a-hélices que podrían hallarse insertas en la membrana interna de la 
célula, próximas a los dominios transmembrana de CbrA (Figura 26 B). Los dos motivos 
estructurales identificados y predichos como a-hélices corresponden a las secuencias 
LVVGIYLFSPAIM y YLLWLILIVVTFIL indicadas en la figura 26 A. 
 
 
Figura 26. Conservación de la secuencia de CbrX y predicción de estructura secundaria. (A) 
Alineamiento de la secuencia de CbrX en diferentes estirpes de la familia Pseudomonadaceae. Los 
aminoácidos idénticos se indican en azul, los aminoácidos de características físico-químicas similares 
en verde y los aminoácidos no conservados en rojo. En la parte superior de la secuencia se indican las 
secuencias correspondientes a las a-hélices representadas en el panel B. (B) Estructura secundaria 






La comparación de la secuencia de CbrX en las bases de datos mostró un elevado 
grado de similitud con proteínas de transporte tipo MSF (Major Facilitator Superfamily) 
destinadas principalmente a la captación de nutrientes o la expulsión de compuestos nocivos 
a través de la membrana. Así, el elevado grado de conservación de cbrX dentro de la familia 
Pseudomonadaceae y su analogía estructural con proteínas de transporte tipo MSF sugieren 
que CbrX podría participar en el proceso de recepción/transducción de la señal activadora del 
sistema o bien, ejercer un mecanismo de regulación sobre la expresión de cbrA. En este 
capítulo se estudia el papel regulador de cbrX sobre la expresión de cbrA.  
 
4.1.2.1. Regulación de la expresión de cbrX-cbrA  
El inicio exacto de la transcripción del ARNm que comprende cbrX y cbrA no ha podido 
ser identificado hasta la fecha, probablemente debido a sus bajos niveles de expresión (datos 
no mostrados). Para descartar la presencia de un posible promotor interno entre ambos genes 
que diferenciase la expresión de cbrA de la de cbrX generando otro ARN mensajero diferente, 
se cuantificaron los niveles de expresión del ARNm mediante RT-PCR semicuantitativa en P. 
putida KT2442 silvestre en condiciones de inducción (medio mínimo con oxalacetato como 
fuente de carbono). Se monitorizó la amplificación de tres segmentos del ARNm localizados 
entre la región 5’UTR no traducida y la región codificante de cbrX (b1), entre la región 5’UTR 







Figura 27. Estudio de la cotranscripción de cbrX y cbrA. (A) Diagrama que representa el contexto 
genómico de cbrX y cbrA, los oligonucleótidos y amplicones empleados en la RT-PCR.  El amplicón b1 
(207 pb; verde) se obtuvo con los oligonucleótidos 1 (RT-PcbrXA_fwd2) y 2 (RT-cbrX_rev), el amplicón 
b2 (414 pb; naranja) con los oligonucleótidos 1 y 4 (RT-CbrA_rev), y el amplicón b3 (177 pb; rosa) con 
los oligonucleótidos 3 (RT-CbrA_fwd) y 4 (RT-CbrA_rev) (B) Amplificación de ADN en la RT-PCR a 
partir de ADNc de un cultivo de P. putida KT2442 cultivado en medio mínimo con oxalacetato. Los 
amplicones b1, b2 y b3 se muestran consecutivamente en los paneles de izquierda a derecha. La 
cantidad de ADNc en nanogramos usada como molde para la PCR se indica en la parte superior de los 
paneles (entre 25 y 1 ng). M corresponde al marcador de peso molecular GeneRulerTM 1 kb Plus DNA 
ladder (ThermoFsher Scientific). Los controles positivos (+) se realizaron con ADN genómico mientras 
que los controles negativos (-) sin ADN para cada pareja de oligonucleótidos. 
 
El análisis de la cantidad de ARNm obtenido tras la retrotranscripción para las tres 
combinaciones de oligonucleótidos mostró fragmentos del tamaño esperado. Además, no se 
apreciaron diferencias significativas en la cantidad de ARNm entre ellos (Figura 27 B) por lo 
que se descartó la presencia de algún promotor interno que dirigiese la expresión de cbrA de 
forma independiente de cbrX, y quedó demostrado que cbrX y cbrA se cotranscriben en una 
misma unidad transcripcional.  
 
4.1.2.2. Predicción de la estructura secundaria del ARNm de cbrXA 
El mecanismo de control de la expresión de un gen a nivel post-transcripcional, basado 
en la obstrucción de la unión del ribosoma al RBS a causa de la presencia de una estructura 
secundaria intramolecular en el ARNm, que impide la traducción del gen adyacente, está bien 
descrito en la bibliografía (Madhushani et al., 2015; Prévost et al., 2007; Sonnleitner et al., 
2011; Soper & Woodson, 2008; Veĉerek et al., 2007). Para superar este control es inevitable 
un acoplamiento traduccional con el gen localizado aguas arriba, ya que se requiere la 
traducción de la primera orf, para que el ribosoma pueda acceder al RBS y permita traducir la 
segunda pauta abierta de lectura.  
Como se ha mostrado anteriormente, la secuencia codificante de cbrX se encuentra 
solapada en 17 pb con la de cbrA. En la secuencia leader (5’UTR) del ARNm hemos 
identificado una posible secuencia Shine-Dalgarno conservada para cbrX (TCGAGG) y otra 
no tan conservada 7 pb aguas arriba de cbrA (CAGAGC) (Figura 25). Para poder interpretar 
un posible mecanismo de acoplamiento traduccional entre cbrX y cbrA se realizó una 





incluyendo la región solapada con el inicio de traducción de cbrA empleando la herramienta 
RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) (Lorenz et al., 2011).  
                 
 
Figura 28. Predicción de estructura secundaria del ARNm de la secuencia de cbrXA. Los colores 
indican la frecuencia en escala de 0 a 1 de que los nucleótidos se encuentren en la forma, apareada o 
libre, indicada en la estructura. En el caso de las bases libres, se indica la probabilidad de que 
permanezcan sin aparear. Los codones de inicio de la traducción se simbolizan mediante flechas, 
negra: ATG de cbrA, azul: ATG1 de cbrX, rosa: ATG2 de cbrX. Las posibles Shine-Dalgarno de cbrX y 
cbrA se representan rodeadas en azul. 
 
El análisis de la estructura secundaria del ARNm de la secuencia silvestre de cbrX 
mostró que tanto el inicio de traducción como la posible Shine-Dalgarno de cbrA están 
ubicados en una región fuertemente apareada y con baja probabilidad de desnaturalizar 
(Figura 28) provocando un enmascaramiento del RBS de cbrA que podría estar haciéndolo 
inaccesible para el ribosoma, lo que sugiere con elevada probabilidad un acoplamiento 
traduccional. Para validar esta hipótesis, se realizará una serie de mutaciones puntuales en 






4.1.3. Caracterización de la función de cbrX sobre el sistema Cbr en P. putida 
La generación de nuevas herramientas bioinformáticas de predicción de nuevas pautas 
abiertas de lectura permite prever nuevos elementos reguladores desconocidos en los 
genomas de muchas bacterias. La identificación de la orf cbrX en el genoma de P. putida y el 
hecho de que hasta la fecha no se había caracterizado su función en ningún otro organismo, 
hace que la caracterización funcional de este elemento constituya uno de los objetivos más 
ambiciosos de este trabajo. 
La ausencia de información hasta la fecha sobre cbrX promueve su caracterización 
funcional, con el fin de descubrir su participación como péptido en la recepción/transducción 
de la señal, o bien, como elemento regulador del sistema Cbr dado su evidente solapamiento 
traduccional con el gen adyacente, cbrA. Las peculiaridades en la localización genómica de 
cbrX recuerda a otros casos documentados de pequeñas orfs acopladas traduccionalmente 
con el gen adyacente, que actúan como interruptores que median la expresión del gen 
colindante en condiciones específicas (Madhushani et al., 2015; Sonnleitner et al., 2011). La 
aproximación experimental para iniciar su estudio fue la construcción y caracterización de un 
mutante de deleción completa del locus cbrX-cbrA y, seguidamente, su complementación con 
las secuencia silvestre y versiones portadoras de mutaciones en residuos críticos, para definir 
su función a nivel de expresión de CbrA y de activación global del sistema Cbr. 
 
4.1.3.1. Construcción de un mutante de deleción de cbrX-cbrA (ΔcbrXA, MPO494) 
de P. putida KT2442 
La construcción del mutante de deleción completa de cbrX y cbrA, que incluye su 
promotor en P. putida, denominado MPO494, tuvo lugar mediante intercambio alélico de 
marcadores según se detalla en el apartado 3.3.1. de materiales y métodos. Una vez 
construido el mutante, se procedió a la verificación de la correcta organización genómica tras 
el doble evento de recombinación en los mutantes MPO493 y MPO494 mediante PCR y 
Southern blotting. En base al mapa de restricción de las cuatro enzimas seleccionadas BamHI, 
SalI, EcoRI e HindIII, se estableció el patrón de bandas para los fondos genéticos KT2442, 
MPO493 y MPO494 con la hibridación de una sonda homóloga a la región flanqueante 







Figura 29. Patrón de restricción en P. putida KT2442 y los mutantes MPO493 y MPO494 tras la 
digestión con las enzimas BamHI, SalI, EcoRI e HindIII. El diagrama representa el contexto 
genómico del locus cbrX-cbrA-cbrB en el organismo silvestre (A), en el mutante de deleción con 
el casete FRT-kanamicina-FRT integrado (MPO493) (B) y en el mutante de deleción ΔcbrX-cbrA 
después de la escisión del modulo de kanamicina (MPO494) (C). Las dianas de restricción se 
simbolizan como flechas verticales en rojo y sus coordenadas entre paréntesis. La secuencia 
aguas arriba al gen delecionado se repesenta en azul como L-region y la secuencia aguas abajo 
a dicho gen en rosa como R-region. Las regiones de reconocimiento de la flipasa (FRT) se 
representan a través de triángulos amarillos. El diagrama no se muestra a escala. 
 
La digestión del ADN cromosómico de la estirpe silvestre P. putida KT2442 y los 
mutantes MPO493 y MPO494 con las enzimas BamHI, SalI, EcoRI e HindIII debe generar un 
patrón de restricción teórico resumido en la figura 29. La restricción con BamHI da lugar a las 
bandas 2.5 kb y 522 pb en la estirpe MPO493 (Figura 29 B) y dos bandas de 522 pb y 86 pb 
en la estirpe MPO494 (Figura 29 C). La digestión con SalI genera una banda de 4.3 kb en la 
estirpe silvestre (Figura 29 A), dos bandas de 2.4 kb y 1.8 kb en el mutante MPO493 y una 
única banda de 1.8 kb en el mutante MPO494 a causa de la pérdida de la diana EcoRI tras la 
escisión del marcador de resistencia a kanamicina mediante el sistema de la flipasa-FRT. Por 





kb en la estirpe MPO493 mientras que HindIII una banda de 2.2 kb únicamente en el mutante 
MPO493. De este modo, el patrón de bandas obtenidas en el Southern blot corresponden a 
las esperadas, lo que permite validar la correcta organización genómica del mutante de 
deleción ΔcbrXA, MPO494 (Figura 30). 
 
 
Figura 30. Análisis por Southern blot de las estirpes KT2442, MPO493 y MPO494. Se muestra la 
hibridación con una sonda marcada con digoxigenina que contiene la región flanqueante izquierda 
(cbrAL) de cbrXA en una membrana que contiene el ADN cromosómico de las tres estirpes digerido 
con las enzimas BamHI- (carriles 2, 6 y 10), SalI- (carriles 3, 7 y 11), EcoRI- (carriles 4, 8 y 12) e HindIII- 
(carriles 5, 9 y 13). El tamaño de las bandas esperadas para la digestión con SalI fueron 4.3, 1.8 y 1.8 
kb para KT2442, MPO493 y MPO494, respectivamente, y en la digestión con EcoRI de 3.1 kb para 
KT2442 y de 3.7 kb para el mutante MPO493. El marcador de peso molecular se cargó en los carriles 
1 y 14. 
 
Para comprobar que la expresión de cbrA en el mutante MPO494 se veía reducida, se 
cuantificó su expresión mediante RT-qPCR con los oligonucleótidos cbrA1/cbrA2Q que 
hibridan en una región presente en el mutante ΔcbrXA, localizada entre los dominios TM y 





Como se observa en la figura 31, los niveles de expresión alcanzados en el mutante 
ΔcbrXA fueron indetectables en los tres medios analizados (LB, Scc y OAA) en comparación 
con la estirpe silvestre lo que confirmó que no había expresión de cbrA en el mutante MPO494. 
 
 
Figure 31. Análisis in vivo de la expresión de cbrA en la estirpe MPO494 (ΔcbrXA). Niveles de 
expresión de cbrA obtenidos por RT-qPCR en las estirpes silvestre KT2442 (barras rosas) y MPO494 
(ΔcbrXA, barras azules) cultivadas en LB (izquierda) y en medio mínimo con succinato (Scc, centro) y 
con oxalacetato (OAA, derecha). Los valores son la media de tres ensayos independientes con tres 
réplicas biológicas y las barras de error indican la desviación estándar de las medias. Las estrellas 
representan los p-values obtenido tras aplicar el test de Student para muestras no pareadas que no 
suponen la misma varianza. *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p <0.005. 
 
4.1.3.2. Caracterización fenotípica del mutante MPO494 (ΔcbrXA) y 
complementación cromosómica 
Para demostrar que los fenotipos del mutante MPO494 eran consecuencia directa de la 
ausencia de cbrX y cbrA, se procedió a su complementación con las copias silvestres de 
ambos genes. Para ello se realizó la integración en el sitio glmS del cromosoma de la 
secuencia de cbrXA contenida en el plásmido pMPO1317 (véase apartado 3.3.2. de 
materiales y métodos). La estirpe resultante por la integración en el sitio Tn7 se denominó 
MPO498. Como control se integró una copia del plásmido vacío (pME6182) en las estirpes 








4.1.3.2.1. Utilización de distintas fuentes de carbono por las estirpes KT2442, 
MPO495 (ΔcbrXA) y MPO498 (ΔcbrXA-cbrXA) 
Para comprobar si la carencia de cbrX y/o cbrA tenía algún efecto en la utilización de 
distintas fuentes de carbono, se analizó el crecimiento de las estirpes silvestre MPO451 y 
mutantes MPO495 (ΔcbrXA) y MPO498 (ΔcbrXA-cbrXA) en un medio rico LB, donde Hfq/Crc 
ejerce represión catabólica, y en un medio mínimo con fuentes no preferenciales de carbono 
como succinato, oxalacetato, citrato, histidina o glucosa. Se monitorizó el crecimiento a lo 
largo del tiempo en cultivo líquido en placas multipocillos (Figura 32) gracias a que permite 
obtener una cinética de crecimiento más detallada con la monitorización automática de un 
número superior de muestras y también, estimar los tiempos de generación de una forma 
mucho más precisa. 
En la estirpe silvestre MPO451, el crecimiento más rápido se observó en medio LB y 
succinato alcanzando la fase exponencial entorno a las 0.75-1 h con unos tiempos de 
generación de 0.33 h y 0.39 h, respectivamente. Por otro lado, la asimilación de citrato, 
histidina y glucosa fue gradual con una duración de la fase de latencia superior, de 4 h, 13.5 
h y 13 h, respectivamente. El tiempo de generación en histidina fue tan corto como en los 
medios más ricos una vez se inició el crecimiento (0.43 h), mientras que el tiempo de 
generación en citrato aumentó hasta 0.56 h y en glucosa hasta 3.13 h (Figura 32 B). Ninguna 
de las estirpes fue capaz de utilizar el oxalacetato como fuente de carbono durante las 23 h 
del experimento, mostrando un crecimiento nulo. 
El mutante MPO495 (ΔcbrXA), manifestó un pequeño retraso en su crecimiento en 
medio LB respecto a la estirpe silvestre, potenciado en la fase exponencial tardía (0.85 h vs 
0.50 h de la fase temprana). Como consecuencia, alcanzó su máximo de crecimiento 4 h más 
tarde que la estirpe silvestre MPO451. El tiempo de generación del mutante MPO495 en 
succinato no se vio alterado respecto a la estirpe silvestre (0.45 vs 0.39 del wt) (Figura 32 A), 
pero la fase de latencia sufrió un retraso de 3 h, mostrando así un tiempo más largo para la 
adaptación a las nuevas condiciones (Figura 32 B). Sin embargo, MPO495 crece incluso algo 
mejor en glucosa cuando se compara con el organismo silvestre. El fenotipo de crecimiento 
del mutante de deleción ΔcbrXA fue mucho más patente en MM con histidina, que no fue 
capaz de asimilar, y en MM con citrato en el que se observó una fase lag muy prolongada, 
aunque finalmente fue capaz de iniciar su crecimiento. Esto indica una clara dependencia del 







Figura 32. Crecimiento de P. putida KT2442, mutante de deleción ΔcbrXA y mutante 
complementado ΔcbrXA-cbrXA en diferentes fuentes de carbono. (A) Curvas de crecimiento de la 
estirpe silvestre (MPO451), mutante de deleción (MPO495) y mutante de deleción complementado con 
la secuencia cbrX-cbrA (MPO498) en medio LB (azul) y medio mínimo con succinato (Scc, rojo), 
oxalacetato (OAA, verde), citrato (Cit, rosa), histidina (His, celeste) y glucosa (Glu, naranja) como 
fuentes de carbono. Las gráficas corresponden a un ensayo representativo de tres réplicas biológicas. 
Las barras de error representan la desviación estándar de tres réplicas técnicas. (B) Tiempos de 
generación y fase de latencia (entre paréntesis) de las estirpes MPO451, MPO495 y MPO498 en medio 
rico (LB), y medio mínimo M9 con succinato (Scc), oxalacetato (OAA), citrato (Cit), histidina (His) y 
glucosa (Glu) como fuentes de carbono. La fase de latencia en cada condición ensayada se indica entre 
paréntesis, el tiempo de generación en fase exponencial tardía como asterisco (*), la ausencia de 
crecimiento como NC y el crecimiento después de 20 h como -. El tiempo de generación se estimó 
durante la fase exponencial de crecimiento como una extrapolación de la ecuación exponencial. 
 
La estirpe complementada MPO498 (ΔcbrXA-cbrXA), recuperó la capacidad para utilizar 
las distintas fuentes de carbono de manera tan eficiente como la estirpe silvestre MPO451, 
indicando así una eficaz complementación con la secuencia cbrX-cbrA insertada en el 
cromosoma. 
De forma complementaria se validó el crecimiento de estas mismas estirpes en cultivos 
en matraces para comprobar los datos de crecimiento ensayados en placas multipocillos, 





equivalente en los medios correspondientes, validando así los resultados obtenidos (datos no 
mostrados). 
Los datos de estos experimentos permiten concluir que CbrA participa en el proceso de 
asimilación de las fuentes de carbono ensayadas dado la eficiente recuperación del fenotipo 
silvestre del mutante de deleción MPO495 tras su complementación con la copia silvestre 
cbrX-cbrA. Además, es interesante destacar que tanto el mutante ΔcbrXA como el mutante 
ΔcbrB comparten el mismo fenotipo en lo que respecta al uso de las distintas fuentes de 
carbono ensayadas (Amador et al., 2010, 2016). 
 
4.1.3.2.2. Determinación de las condiciones de activación del sistema Cbr  
El objetivo de este apartado fue determinar las condiciones de máxima inducción del 
sistema en P. putida mediante el estudio de la activación transcripcional por parte de CbrB (a 
través de CbrA) de tres de los genes diana, crcZ, crcY y PP2810. Para ello se construyeron 
fusiones transcripcionales de las regiones promotoras de estos genes al gen reportero 
gfpmut3, que a su vez se encontraba fusionado transcripcionalmente a lacZ. Las regiones 
clonadas en concreto contenían las secuencias comprendidas entre las coordenadas -298, -
195 y -472 hasta la posición +1 para crcZ, crcY y para PP2810 en el plásmido pMRB1, dando 
lugar a los plásmidos pMPO356, pMPO357 y pMPO355, respectivamente (véase apartado 
3.4.1. de materiales y métodos). Hay que resaltar que las fusiones transcripcionales para los 
ARNm de CrcZ y CrcY se realizaron a la posición +1, dado que aguas abajo de esa posición 
se localizan sendas cajas CA, posibles sitios de unión de Hfq/Crc. Para evitar una posible 
interferencia con alteraciones en la estabilidad del ARNm, se eliminaron estas regiones por 
completo.  
Las fusiones transcripcionales PcrcZ::gfpmut3::lacZ, PcrcY::gfpmut3::lacZ y 
PPP2810::gfpmut3::lacZ se introdujeron en los fondos genéticos silvestre MPO451 y mutante 
MPO495 (ΔcbrXA) con el plásmido vacío pME6182 integrado en el sitio de Tn7 y también en 
el mutante complementado MPO498 (ΔcbrXA-cbrXA). Entonces, se analizó su crecimiento e 
intensidad de fluorescencia como medida de expresión en placas multipocillos en un medio 
rico LB y en medio mínimo con las mismas 5 fuentes de carbonos (succinato, oxalacetato, 
citrato, histidina y glucosa) evaluadas en el apartado anterior. Con este experimento se pudo 
obtener de manera simultánea, la cinética de crecimiento y la inducción del sistema Cbr. 
Además, la cuantificación de la fluorescencia emitida por las fusiones transcripcionales a 
gfpmut3, permitió determinar las condiciones y la fase de crecimiento correspondiente donde 





Los datos de actividad, expresados como fluorescencia específica, se representaron 
como la intensidad de fluorescencia (IF) emitida por gfp normalizada por la A600 de cada 
organismo a lo largo del tiempo (Figura 33).  
 
Figura 33. Expresión de crcZ, crcY y PP2810 en las estirpes silvestre MPO451, MPO495 (ΔcbrXA) 
y MPO498 (ΔcbrXA-cbrXA) de P. putida en diferentes fuentes de carbono. Los niveles de expresión 
se representan como intensidad de fluorescencia (IF) emitida por gfp normalizada por la densidad 
óptica A600  para las estirpes silvestre (MPO451, izquierda), mutante de deleción ΔcbrXA (MPO495, 
centro) y mutante complementado ΔcbrXA-cbrXA (MPO498, derecha) conteniendo las fusiones 
transcripcionales de crcZ (pMPO356) (A), crcY (pMPO357) (B) y PP2810 (pMPO355) (C) a 
gfpmut3::lacZ. Se monitorizó los niveles de expresión durante 23 h en cultivos crecidos en LB (azul) y 
medio mínimo con succinato (Scc, rojo), oxalacetato (OAA, verde), citrato (Cit, rosa), histidina (His, 
celeste) y glucosa (Glu, naranja) como fuentes de carbono. Los valores del eje de ordenadas no son 
comparables entre los tres paneles. Los paneles A y B muestran la IF medida con una ganancia de 35 
debido a los altos niveles de expresión de crcZ y crcY, mientras que el panel C (PP2810) se mide con 
la ganancia predeterminada de 55. Las gráficas muestran los valores de la media de tres réplicas 





En el apartado anterior se estableció una jerarquía en la asimilación de fuentes de 
carbono en la estirpe silvestre MPO451, que se correlaciona con la velocidad de crecimiento 
en las distintas condiciones. Aquellas fuentes de carbono preferenciales como las presentes 
en LB y succinato fueron rápidamente asimilables, mientras que las fuentes de carbono no 
preferenciales como citrato, histidina, glucosa mostraron un menor crecimiento. Finalmente, 
ninguna de ellas fue capaz de utilizar el oxalacetato como fuente de carbono, por lo que no 
se observó crecimiento transcurridas las 23 h (Figura 32). Los niveles de fluorescencia 
específica más elevados correspondieron a aquellas fuentes de carbono en las cuales las 
bacterias experimentaron un crecimiento más lento, como en oxalacetato, citrato e histidina 
(Figura 33).  
La figura 34 representa los niveles de inducción de crcZ, crcY y PP2810 de la figura 33 
a las 8 h de crecimiento, momento en el que se aprecian las máximas diferencias en la 




Figura 34. Niveles de expresión de crcZ, crcY y PP2810 en P. putida KT2442, mutante ΔcbrXA y 
mutante complementado a las 8 h de inducción en diversas fuentes de carbono. Los niveles de 
expresión se representan como intensidad de fluorescencia (IF) emitida por gfp normalizada por la 
densidad óptica A600 para las estirpes silvestre (MPO451), ΔcbrXA (MPO495) y ΔcbrXA-cbrXA 
(MPO498) conteniendo las fusiones transcripcionales de crcZ (A), crcY (B) y PP2810 (C) a 
gfpmut3::lacZ en los plásmidos pMPO356, pMPO357 y pMPO355, respectivamente. Las gráficas 
representan los niveles de expresión de cada gen después de 8 h de inducción en LB (azul) y medio 
mínimo con succinato (Scc, rojo), oxalacetato (OAA, verde), citrato (Cit, rosa), histidina (His, celeste) y 
glucosa (Glu, naranja) como fuentes de carbono. La ganancia en la medida de fluorescencia para crcZ 
y crcY fue de 35, y para PP2810 de 55, por lo que los niveles de expresión de crcZ y crcY no son 
comparables a los de PP2810. Se muestra un experimento representativo de tres réplicas biológicas y 






 Uno de los efectos más evidentes observados es la expresión diferencial de los genes 
crcZ, crcY y PP2810 en LB y en medio mínimo con las distintas fuentes de carbono. En el 
fondo silvestre MPO451, los tres genes diana mostraron el mismo patrón de expresión, 
detectándose la máxima inducción en condiciones en las que estaban presentes fuentes de 
carbono no preferenciales. Estos datos son completamente coherentes con la actividad b-
galactosidasa medida para los mismos genes descritos anteriormente (Valentini et al., 2014), 
lo que revela que la medida de la expresión como intensidad de fluorescencia de las fusiones 
transcripcionales a gfp es lineal y reproducible. La condición con los niveles más elevados de 
expresión para los tres genes dianas fue el medio con oxalacetato como fuente de carbono, 
seguido de histidina, citrato y glucosa y, finalmente succinato, como la condición más 
represora en medio mínimo. El medio rico LB reflejó el mismo grado de represión que el medio 
mínimo con succinato -a pesar de ser la fuente preferentemente asimilable en Pseudomonas- 
posiblemente a la autofluorescencia intrínseca del medio rico de modo que no se puede 
establecer una comparación entre ellos.   
Hay que resaltar que existe una diferencia en la escala en las gráficas de la figura 33 y, 
además, que las condiciones de la ganancia en la medida de fluorescencia para crcZ, y crcY 
no se corresponden con la de PP2810, por sus altos niveles de expresión. Sin embargo, la 
interpretación de las gráficas permite describir que la inducción de PP2810 se produce de una 
forma más gradual en las distintas fuentes de carbono, que crcZ y crcY. 
Por un lado, la expresión de crcZ y crcY muestra una eficiente activación mediada por 
Cbr en medios que permiten un crecimiento rápido (LB, MM con Scc o incluso Cit) es bastante 
mayor que la de PP2810. Comparando los niveles del silvestre con los del mutante se observa 
una activación muy evidente de estos genes en estos medios. De forma similar, si 
comparamos los niveles de crcZ y crcY en estos medios con los máximos niveles que se 
obtienen en un medio pobre, se observa que están ya inducidos muy sustancialmente incluso 
en medio rico LB (Figuras 34-35). Esto sugiere que son genes cuya activación precisa de 
bajas dosis de CbrB activo. Por el contrario, los niveles relativos de PP2810 en los medios 
que favorecen un crecimiento rápido son muy inferiores a los de crcZ y crcY con lo que el 
número de veces de inducción entre los distintos medios es mucho más evidente, lo que 
sugiere que para activar PP2810 eficazmente se require un mayor nivel de actividad de CbrB 
(Figura 35). Si se compara los valores de la condición de máxima inducción (oxalacetato) con 
la condición más represora (succinato) a las 8 h, el número de veces de inducción entre ambas 
en el fondo silvestre fue de 6.5 veces para PP2810 con respecto a 2.4 veces para crcZ y 4.6 
veces para crcY (Figura 34). Además, los niveles basales en una fuente represora como LB 





desreprimidos en estas condiciones (Figura 35). De este modo, el gen PP2810 proporcionó 
una óptima capacidad para discriminar entre fuentes de carbono maximizando las diferencias 
de expresión dependiendo de la fuente de carbono presente en el medio. 
 
 
Figura 35. Niveles de expresión de crcZ y PP2810 en P. putida KT2442 y en el mutante ΔcbrXA. 
Medida de la actividad β–galactosidasa de las fusiones transcripcionales PcrcZ::lacZ (pMPO1316) y 
PPP2810::lacZ (pMPO420) en las estirpes MPO451 (silvestre, wt) y MPO495 (ΔcbrXA). Se monitorizó la 
actividad en medio LB (barras azules) y medio mínimo suplementado con succinato (barras rojas) u 
oxalacetato (barras verdes). Las barras representan las medias y las desviaciones estándar de al 
menos tres ensayos independientes.  
 
Los resultados presentados en las figuras 33, 34 y 35 demuestran la total dependencia 
de los genes crcZ, crcY y PP2810 del sistema Cbr, puesto que los niveles de expresión en un 
fondo genético mutante ΔcbrXA (MPO495) son despreciables, observándose una 
recuperación de los niveles de expresión de los tres genes en la estirpe complementada, 
MPO498, hasta los valores de activación alcanzados por la estirpe silvestre en todos los 
medios y condiciones, lo que demuestra nuevamente una eficiente complementación. El único 
medio en el cual el mutante MPO495 presentó unos niveles de expresión de PP2810 
claramente superiores fue en medio mínimo con glucosa, en comparación con el resto de las 
fuentes de carbono, lo cual indicaría la participación de otro tipo de regulación adicional 






4.1.3.2.3. Movilidad por swimming  
Como hemos mencionado previamente, un mutante de deleción en cbrB presenta un 
fenotipo de crecimiento similar al mutante ΔcbrXA, así como deficiencias en procesos de 
movilidad, quimiotaxis o tolerancia a metales, entre otros (Amador et al., 2010, 2016). Para 
determinar si la carencia de la histidina quinasa CbrA se traduce en un efecto de carencia de 
CbrB, al no ser activado mediante fosforilación por CbrA, se comparó otro fenotipo como el 
de movilidad en los mutantes ΔcbrB (MPO401), ΔcbrXA (MPO494) y la estirpe MPO498 
(ΔcbrXA-cbrXA) usando como referencia a la estirpe silvestre P. putida KT2442. De este 
modo, se realizaron ensayos de movilidad por swimming en agar blando al 0.3 % en LB y se 
cuantificó la distancia entre el punto de inoculación y la migración obtenida tras 20 h de 
incubación a 30 ºC (Figura 36).  
 
 
Figura 36. Ensayo de movilidad por swimming en agar blando. (A) Representación de la movilidad 
relativa de las estirpes MPO494 (ΔcbrXA), MPO401 (ΔcbrB) y MPO498 (ΔcbrXA-cbrXA) respecto al 
organismo silvestre P. putida KT2442 en placas de LB agar blando al 0.3%. Los datos son los valores 
de la media de al menos tres réplicas biológicas con sus correspondientes desviaciones estándar. Las 
placas fueron incubadas a 30 ºC durante 20 h antes de cuantificar la movilidad relativa. En los paneles 
inferiores se muestra una réplica representativa de las estirpes mutante ΔcbrXA y mutante 





Como se observa en la figura 36, la movilidad de los mutante ΔcbrXA y ΔcbrB se vio 
reducida en un 64.6 % y 63.3 %, respectivamente con respecto al silvestre, lo que sugiere que 
la alteración en la movilidad en el mutante ΔcbrB es debida a la falta de fosforilación por parte 
de CbrA. La carencia de CbrA y, por consiguiente, la incapacidad de activar a CbrB, es 
responsable del defecto en la movilidad en P. putida. De nuevo, la complementación del 
mutante ΔcbrXA con una copia silvestre del gen en el sitio Tn7 del cromosoma permitió 
recuperar eficientemente (98 %) la movilidad del mutante de deleción. 
 
4.1.3.3. Estudio del efecto regulador de cbrX sobre la expresión de cbrA 
A nivel molecular, el análisis del contexto genómico de cbrX y su conservación entre las 
distintas categorías taxonómicas, son claros indicios de que cbrX esta íntimamente 
relacionado con la regulación del sistema Cbr. Como abordaje inicial en la caracterizacion 
funcional de cbrX se determinó, en primer lugar, si participa en la modulación de la expresión 
del gen adyacente cbrA, y consecutivamente, si modula otros genes diana que conforman el 
regulón de CbrB. La otra hipótesis por comprobar sería que actuase como un péptido funcional 
independiente, que participe en el proceso de señalización a través de la histidina quinasa 
CbrA. 
La información obtenida in silico de las pautas abiertas de lectura, mostraba que la 
secuencia de cbrX solapa con la de cbrA (Figura 25), y la predicción de la estructura 
secundaria del ARNm de cbrXA, revelaba la presencia de una estructura estable que parecía 
impedir el aceso de la subunidd pequeña del ribosoma a la RBS de cbrA para su traducción. 
Estos elementos indicaban un posible efecto de cbrX sobre la expresión de cbrA. Para 
profundizar en este aspecto se diseñaron construcciones del ARN mensajero de cbrXA en las 
que se introdujeron mutaciones puntuales en residuos importantes que implicaban un efecto 
en la traducción de cbrX o de cbrA. Estas mutaciones fueron (Figura 37): 
a. La sustitución del supuesto codón de inicio ATG1 de cbrX (ATG por GCA). Con esta 
mutación no se generaría CbrX. 
b. La sustitución de un posible segundo codón de inicio (ATG2) de cbrX (ATG por GAT) 
a 60 pb del primero y en la misma fase de lectura que ATG1. Se valora la posibilidad 
de que el ribosoma pueda reconocer este codón como posible inicio de la traducción. 
c. La sustitución simultánea de ATG1 y ATG2. Se garantiza que no hay posible inicio de 





d. La deleción de una T (-1) en la posición +4 desde el ATG1 de modo que se genera un 
desfase en la puta de lectura abierta de cbrX, que termina prematuramente. Esta 
mutación genera un péptido más corto y de secuencia distinta a CbrX. 
e. Sobre la construcción anterior (-1) se realizó la inserción de una C (+1) en la posición 
+118 de cbrX, compensando el desfase y restaurando la pauta de lectura abierta de 
cbrX silvestre. El resultado es que la traducción se termina en el mismo codón de 
terminación que en la secuencia silvestre, generando un péptido del mismo tamaño 
que CbrX pero con una secuencia diferente en su mayor parte. 
 
 
Figura 37. Mutagénesis puntual de la secuencia de cbrX. Secuencia de ADN de cbrX y el extremo 
5’ de cbrA para la versión silvestre y las mutaciones ATG1, ATG2, ATG1&2, -1 y -1+1. Las sustituciones 
se indican en rojo, las deleciones se muestran como un guion rojo (_) y los codones de inicio y stop de 
cbrX y cbrA, en negrita y subrayados. La secuencia de cbrX que solapa con cbrA se indica en azul. Las 
secuencias de aminoácidos predichas para los péptidos traducidos se representan sombreadas en rosa 
debajo de la secuencia de ADN. Los residuos correspondientes a CbrX en la secuencia silvestre se 
destacan en negrita mientras que los aminoácidos en cursiva indican residuos que no coinciden con la 
secuencia silvestre de CbrX. A la derecha se indican los plásmidos con las fusiones traduccionales de 
PcbrXA al lacZ y los plásmidos con las secuencias cbrX-cbrA destinados a la integración en Tn7. Las 






En todos los casos, la secuencia de cbrA se encontraba intacta, de modo que se podía 
estudiar el efecto de cbrX y sus versiones mutadas sobre su expresión a nivel traduccional y 
transcripcional. 
La predicción de estructura secundaria de las secuencias que contenían mutaciones 
puntuales en la secuencia de cbrX, no provocaron alteraciones sustanciales en el ARNm. 
Como se muestra en la figura 38 existen dos regiones con una elevada probabilidad de 
apareamiento. La primera región correspondería a la zona de oclusión de la posible RBS de 
cbrA con la secuencia codificante de cbrX (GGUCCUGCUUC) mientras que la segunda región 
a una horquilla generada dentro de la secuencia de cbrX (Figura 38). No obstante, ni la 
probabilidad de apareamiento de cada nucleótido es relevante ni la estructura general del 
ARNm se ven alteradas significativamente con ninguna de las mutaciones puntuales en la 
secuencia de cbrX. 
 
 
Figura 38. Predicción de estructura secundaria del ARNm de los diferentes mutantes en cbrX. 
Los colores indican la frecuencia en escala de 0 a 1 de que los nucleótidos se encuentren en la forma, 
apareada o libre, indicada en cada estructura. Los codones de inicio de la traducción se indican 
mediante flechas, negra: ATG de cbrA, azul: ATG1 de cbrX, rosa: ATG2 de cbrX. Las posibles Shine-





4.1.3.3.1. Efecto de cbrX sobre la traducción de cbrA 
Para estudiar el efecto de cbrX y las versiones mutadas sobre la traducción de cbrA, se 
cuantificó la cantidad de CbrA producida mediante ensayos de actividad b-galactosidasa de 
fusiones traduccionales cbrA’-‘lacZ. Para ello se clonó la versión silvestre o las versiones 
anteriores que tenían mutaciones puntuales en cbrX en el vector pMPO200 (apartado 3.4.2. 
de materiales y métodos). Los plásmidos que contenían las fusiones traduccionales a lacZ 
fueron los siguientes: pMPO1370 (wt), pMPO1371 (ATG1), pMPO1372 (ATG2), pMPO1373 
(ATG1&2), pMPO1374 (-1) y pMPO1259 (-1+1) (véase figura 37). 
 Cada uno de los plásmidos generados se transfirieron mediante conjugación a P. 
putida KT2442 y se cuantificó la actividad b-galactosidasa en condiciones de represión 
catabólica (LB) y en limitación de carbono (Scc y OAA) (Figura 39). Como se puede observar, 
la cantidad de CbrA producida en la estirpe silvestre variaba en función del medio, siendo 2.5 
y 4.8 veces superior en succinato y oxalacetato con respecto a la condición de LB (plásmido 
pMPO1370, que contenía la fusión con la secuencia silvestre). Esta es la primera vez que se 
describe que los niveles de la histidina quinasa se encuentren regulados por la fuente de 
carbono. 
  Por otro lado, la mutación del ATG1 de cbrX (plásmido pMPO1371), condición en la 
que no se produce CbrX (Figura 37), provocaba una disminución drástica hasta niveles 
basales de la traducción de cbrA. La mutación del segundo codón (ATG2), ubicado 60 pb 
aguas abajo del primero (plásmido pMPO1372), dio como resultado la disminución de la 
expresión de CbrA de 1.6 veces en LB, 2.1 veces en Scc y 1.7 veces en OAA (Figura 39). 
Como era de esperar, la mutación en ambos ATGs (plásmido pMPO1373) dio lugar a niveles 
de CbrA equivalentes a los obtenidos por la mutación del primer codón ATG correspondientes 
a los niveles basales de la fusión vacía (datos no mostrados). Aunque la reducción en los 
niveles de expresión de CbrA con la sustitución del ATG2, podría sugerir que el segundo 
codón de cbrX pudiera ser empleado como codón alternativo de inicio de la traducción pero 
con menos eficiencia, el hecho de que la mutación en el primer codón redujera los niveles de 
expresión a valores equivalentes al plásmido vacío pMPO200 (Figura 42), indicaría que el 
segundo codón no se puede usar como codón de inicio en el mutante ATG1. Por tanto, el 
efecto de la mutación ATG2 es probablemente una consecuencia de la alteración de la 
secuencia de aminoácidos de CbrX y no al uso de un codón alternativo de inicio. Esto 







Figura 39. Efecto de las mutaciones puntuales de cbrX en la expresión de CbrA. Cuantificación 
de la expresión de cbrA medida como actividad β–galactosidasa de fusiones traduccionales de cbrA a 
lacZ que contienen la secuencia silvestre (pMPO1370) o las mutaciones puntuales en la secuencia de 
cbrX en pMPO1371, pMPO1372, pMPO1373, pMPO1374 y pMPO1259. Se monitorizó la actividad β–
galactosidasa en P. putida KT2442 en LB (azul) y en medio M9 suplementado con succinato (rojo) u 
oxalacetato (verde). Las barras representan las medias y las desviaciones estándar de al menos tres 
ensayos independientes. Las estrellas representan los p-values obtenido tras aplicar el test de Student 
para muestras no pareadas que no suponen la misma varianza. *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p <0.005. 
 
La alteración de la pauta abierta de lectura de cbrX mediante la deleción de una T 
después del primer codón de iniciación (plásmido pMPO1374) da lugar a la terminación 
prematura de la traducción y además la producción de un péptido truncado con una secuencia 
diferente (Figura 37). Los niveles de cbrA generados en estas condiciones fueron reducidos 
5.8, 12.9 y 8.3 veces en LB, Scc y OAA, respectivamente, respecto al plásmido con la 
secuencia silvestre (pMPO1370). Por otro lado, al introducir una mutación compensatoria de 
la pauta de lectura inicial (inserción de una C en la posición +118) (plásmido pMPO1259), que 
generaba un péptido con la misma longitud que CbrX pero cuya secuencia en el extremo N-
terminal era diferente a la silvestre, mostró una recuperación en la producción de CbrA a 
niveles considerables (50, 60 y 70 % de la actividad del silvestre en LB, Scc y OAA, 
respectivamente) (Figura 39).  
Todos estos resultados indican la existencia de un acoplamiento traduccional donde la 
traducción completa de la pauta de lectura de cbrX es necesaria para la traducción de cbrA. 





con una estructura secundaria diferente que no corresponde a una a-hélice cuando se usan 
algoritmos de predicción de estructura secundaria, por lo que es altamente improbable que la 
función de CbrX esté relacionada con su identidad como péptido, o su inserción en la 
membrana, aunque las diferentes secuencias de aminoácidos pudieran alterar levemente la 
capacidad de traducción completa de la pauta de lectura de cbrX. 
 
4.1.3.3.2. Efecto de cbrX sobre la transcripción de cbrA 
A tenor de los resultados obtenidos en el apartado anterior y para determinar si el efecto 
de las mutaciones en cbrX en la expresión de CbrA era consecuencia de la alteración en los 
niveles transcripcionales de cbrA, se midieron los niveles de ARNm mediante RT-PCR 
amplificando parte de las regiones codificantes de cbrX y cbrA. Además de la estirpe silvestre, 
se cuantificaron los niveles en estirpes mutantes que contenían las distintas versiones de cbrX 
descritas en el apartado 4.1.3.3.  
El diseño experimental seguido para la construcción de los mutantes puntuales de cbrX 
se basó en la clonación de la secuencia cbrX-cbrA silvestre y aquellas secuencias portadoras 
de las anteriores mutaciones puntuales en cbrX, en el plásmido pME6182 destinado a 
integraciones en el sitio de Tn7 (apartado 3.3.2. de materiales y métodos). El mutante de 
deleción ΔcbrXA fue transformado por electroporación con los plásmidos pMPO1317 
(silvestre), pMPO434 (ATG1), pMPO1344 (ATG2), pMPO1349 (ATG1&2), pMPO1368 (-1) y 
pMPO1369 (-1+1) dando lugar a las estirpes MPO498, MPO497, MPO513, MPO514, 
MPO522 y MPO529, respectivamente (véase figura 37). Como controles se llevaron la estirpe 
silvestre (MPO451) y mutante ΔcbrXA (MPO495) con el vector vacío pME6182 integrado en 
su genoma. 
A continuación, se cuantificaron los niveles de ARNm de las distintas estirpes en las 
condiciones de máxima inducción del sistema Cbr (medio mínimo con oxalacetato), mediante 
RT-PCR empleando oligonucleótidos que hibridaban en las regiones codificantes de cbrX (a1) 
y cbrA (a2). El amplicón a1 (cbrX) contenía 177 pb y se amplificó con los oligonucleótidos RT-
cbrX_fwd / RT-cbrX_rev, mientras que el amplicón a2 (cbrA) era del mismo tamaño y se 
amplificó con los oligonucleótidos RT-CbrA_fwd / RT-CbrA_rev (Figura 40 A). 
El análisis de la transcripción mediante RT-PCR semi-cuantitativa con diferentes 
diluciones de ADNc revelaron que los niveles relativos de ARNm de ambos genes eran 
similares tanto en la estirpe silvestre (MPO451) como en el resto de mutantes que contenían 
las mutaciones puntuales en cbrX (Figura 40 B y C). Además, la ausencia de amplicón en el 





4.1.3.1. (Figura 31), volvió a confirmar la ausencia de expresión de cbrX y cbrA tras su 
deleción del genoma de P. putida. 
 
 
Figura 40. Análisis por RT-PCR de la unidad transcripcional cbrX-cbrA. (A) Diagrama que muestra 
el contexto genómico de cbrX-cbrA y los amplicones generados por RT-PCR con oligonucleótidos que 
hibridan en cbrX y cbrA. (B) Amplificación de un fragmento de ADN de cbrX de 177 pb se obtuvo por 
RT-PCR usando las parejas de oligonucleótidos RT-cbrX_fwd / RT-cbrX_rev hibridando en la región 
codificante de cbrX (coordenadas -160 hasta +17 desde el ATG de cbrA) (a1, flechas azules). (C) 
Amplificacion de un fragmento de cbrA de 176 pb con los oligonucleótidos RT-CbrA_fwd / RT-CbrA_rev 
dentro de cbrA (coordenadas +48 hasta +224 desde ATG de cbrA) (a2, flechas rosas). El ADNc se 
obtuvo a partir de las estirpes MPO451 (silvestre), MPO495 (ΔcbrXA), MPO498 (ΔcbrXA-cbrXA) 
MPO497 (ΔcbrXA-ATG1), MPO513 (ΔcbrXA-ATG2), MPO514 (ΔcbrXA-ATG1&2), MPO522 (ΔcbrXA-(-
1)) y MPO529 (ΔcbrXA-(-1+1)) cultivadas en medio mínimo con oxalacetato como fuente de carbono. 
La cantidad de ADNc en nanogramos utilizada como molde en la PCR fue de 25 ng (carriles 1,5, 9 y 
13), 5 ng (carriles 2, 6, 10 y 14), 1 ng (carriles 3, 7, 11 y 15) y 0.5 ng (carriles 4, 8, 12 y 16). Como 
control negativo (-) no se empleó ADN y como control positivo (+) se utilizó 50 ng de ADN genómico de 





4.1.3.3.3. Efecto de cbrX sobre la actividad de cbrA  
Tras confirmar la existencia de un acoplamiento traduccional entre cbrX y cbrA, se 
procedió a evaluar el efecto de cada una de las mutaciones de cbrX en la capacidad de 
activación del sistema Cbr analizando la regulación de los niveles de crcZ mediado por CbrB. 
Para ello, todas las estirpes utilizadas previamente fueron transformadas con el plásmido 
pMPO1316 que contenía una fusión transcripcional de la región promotora de crcZ al gen lacZ 
y se monitorizó la actividad b-galactosidasa en LB, succinato y oxalacetato. Asimismo, se llevó 
como control la estirpe MPO451 derivada de la silvestre KT2442 con el plásmido vacío 
pME6182 insertado en el sitio T7.  
La cuantificación de la actividad b-galactosidasa en el organismo silvestre MPO451 
reveló una inducción diferencial de crcZ, indicando de nuevo que su regulación está sujeta a 
disponibilidad de carbono (Figuras 34 y 35). Los niveles de expresión fueron 2.1 y 3.5 veces 
superior en Scc y OAA, respectivamente, en comparación con el medio LB (Figura 41).  
No obstante, en el fondo mutante ΔcbrXA (MPO495) alcanzó niveles basales en todos 
los medios demostrando una vez más que la expresión del promotor de crcZ es totalmente 
dependiente del sistema Cbr al igual que se observó con los ensayos de fluorimetría (Figuras 
33 y 34). La complementación del mutante ΔcbrXA con la copia silvestre (MPO498) restauró 
los niveles de transcripción de crcZ a niveles equivalentes al organismo silvestre (MPO451) 
tal y como se esperaba (Figura 41).  
Sorprendentemente, y a pesar de que los niveles de CbrA producidos con las 
mutaciones en cbrX eran muy inferiores a los generados en el fondo silvestre, según indicaron 
las fusiones traduccionales a lacZ (Figura 39), la activación de crcZ resultó ser casi tan 
eficiente en los mutantes MPO497, MPO513, MPO514, MPO522 y MPO529 en todas las 









Figura 41. Medida de la expresión in vivo de crcZ en P. putida KT2442 y en mutantes con 
variantes de CbrX. Expresión medida como actividad β–galactosidasa del plásmido pMPO1316 
conteniendo la fusión transcripcional de crcZ al lacZ en las estirpes MPO451 (silvestre), MPO495 
(ΔcbrXA), MPO498 (ΔcbrXA-cbrXA) MPO497 (ΔcbrXA-ATG1), MPO513 (ΔcbrXA-ATG2), MPO514 
(ΔcbrXA-ATG1&2), MPO522 (ΔcbrXA-(-1)) y MPO529 (ΔcbrXA-(-1+1)). Se monitorizó la actividad en 
medio LB (barras azules) y medio mínimo suplementado con succinato (barras rojas) u oxalacetato 
(barras verdes). Las barras representan las medias y las desviaciones estándar de al menos tres 
ensayos independientes. Las estrellas representan los p-values obtenidos tras aplicar el test de Student 
para muestras no pareadas que no suponen la misma varianza. *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p <0.005. 
 
4.1.4. Regulación de la expresión de CbrA y CbrB 
En apartados anteriores se ha demostrado que CbrX desempeña una función esencial 
en la expresión de CbrA de modo que la expresión de un gen implica necesariamente la 
expresión del otro. Sin embargo, aún se desconoce si CbrA ejerce un papel regulador sobre 
su propio gen o, por el contrario, en dicha expresión intervienen otros elementos como su 
regulador de respuesta afín, CbrB. Entonces, se cuantificó la actividad β-galactosidasa de una 
fusión traduccional de cbrA’-‘lacZ contenida en el plásmido pMPO1370 en los fondos 
genéticos silvestre (KT2442) y mutantes de deleción ΔcbrXA y ΔcbrB en los tres medios que 







Figura 42. Medida de la expresión in vivo de CbrA en P. putida KT2442 y en los fondos mutantes 
ΔcbrXA y ΔcbrB. Los niveles de expresión se estimaron como actividad β-galactosidasa de una fusión 
traduccional de cbrA’-‘lacZ en el plásmido pMPO1370 (coord.+249) para los fondos silvestre (KT2442) 
y mutantes ΔcbrXA (MPO494) y ΔcbrB (MPO401). Los ensayos se realizaron en medio rico LB (barras 
azules) y medio mínimo con succinato (barras rojas) y oxalacetato (barras verdes) como fuentes de 
carbono. Como control se usó el plásmido vacío pMPO200. Los valores corresponden a las medias y 
las barras de error indican las desviaciones estándar de al menos tres ensayos independientes. Las 
estrellas representan los p-values obtenido de aplicar el test de Student para muestras no pareadas 
que no suponen la misma varianza. *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p <0.005. 
 
En el organismo silvestre, se observó de nuevo una inducción gradual de la expresión 
de CbrA en función del medio ensayado, siendo de 2.6 veces en Scc y 4.4 veces en OAA con 
respecto al medio LB. Estos resultados indican que la expresión de CbrA es dependiente de 
la disponibilidad de carbono en el medio siendo más elevada en presencia de fuentes pobres 
de carbono como es el OAA. Cuando se analizó la expresión de CbrA en un mutante ΔcbrXA 
(MPO494) se obtuvieron niveles de expresión equivalentes al organismo silvestre lo que 
descarta una autorregulación de su propio gen (Figura 42). El patrón de expresión también se 
conservó en un fondo ΔcbrB (MPO401), indicando así que dichos niveles de expresión 






Capítulo 2. Caracterización funcional de los dominios de CbrA 
En el capítulo 1 se ha profundizado en algunos de los mecanismos de regulación de la 
expresión de CbrA, como la dependencia de la disponibilidad de carbono y la participación de 
elementos hasta entonces no descritos como CbrX. Además, se han descrito las condiciones 
de máxima inducción del sistema Cbr que permiten evaluar la actividad de CbrA en respuesta 
a una señal aún desconocida. Un paso previo a la búsqueda de la señal activadora del sistema 
Cbr, es la identificación del origen de la misma, mediante la caracterización de los diferentes 
dominios de CbrA. 
De todas las histidina quinasas descritas en la bibliografía CbrA es una HK atípica,  y su 
estructura modular sugiere que existe un acoplamiento del transporte de alguna molécula con 
su capacidad sensora (Sepulveda & Lupas, 2017). Estudios recientes sugieren que CbrA no 
solo detecta histidina sino que también es capaz de internalizarla en un proceso de transporte 
a través de los dominios TM que desencadenaría finalmente la activación del sistema Cbr 
(Zhang et al., 2015). La conservación de dominios en CbrA entre diferentes especies de 
Pseudomonas es bastante elevada, e incluye 13 dominios transmembrana en el extremo N-
terminal y un dominio PAS que precede a los dominios de dimerización, fosfotransferencia y 
catalítico en su extremo C-terminal (véase introducción apartado 1.3.1.). En el presente 
capítulo, se estudiará la participación de cada uno de los dominios de la proteína sensora 
CbrA en la recepción de la señal, con el objeto de discernir la naturaleza y procedencia de la 
señal inductora del sistema Cbr. 
 
4.2.1. Caracterización fenotípica de los mutantes de deleción de los dominios de 
CbrA 
Para estudiar la implicación de los dominios de CbrA en la activación del sistema 
regulador Cbr, e intentar determinar el origen de la señal inductora, se diseñaron diferentes 
versiones de la proteína CbrA en las que se delecionó individualmente cada dominio. Cada 
una de las versiones truncadas se expresó a distinto nivel: bien desde su propio promotor 
(PcbrA), o bien, desde un casete de expresión lacIq-Ptac y una Shine-Dalgarno sintética 
optimizada, que garantizaba altos niveles de transcripción y de traducción. Ambas 
construcciones de cada versión de CbrA se utilizaron para complementar en el sitio Tn7 del 
cromosoma al mutante ΔcbrXA. 
 En la figura 43, se recoge en forma de esquema las versiones truncadas de CbrA en 





métodos. En la columna de la derecha también se indican las estirpes resultantes de la 




Figura 43. Esquema de las versiones de CbrA silvestre y mutantes en sus dominios PAS y TM. 
En la parte superior se representa mediante marcas verticales grises las dianas de restricción presentes 
en los dominios de CbrA silvestre en el plásmido pMPO1317. PcbrA: Región promotora de cbrA, SLC5: 
Dominios transmembrana del transportador de soluto de la familia 5, STAC: Dominio asociado a 
transportadores SLC5 de sistemas de transducción de señales, PAS: Dominio PAS, DHp: Dominio de 
dimerización y fosfotransferencia, CA: Dominio catalítico de unión a ATP, sRBS: Sitio sintético de unión 
al ribosoma. También, se muestra un esquema de las construcciones truncadas de CbrA: ΔTM y ΔPAS 
expresadas desde su propio promotor en los plásmidos pMPO1325 y pMPO1324, así como su 
superproducción bajo el promotor fuerte Ptac, en los plásmidos pMPO358 y pMPO1348, 
respectivamente. En la columna de la izquierda se indica el nombre del plásmido empleado para 







4.2.1.1. Análisis estructural de las versiones de CbrA truncadas 
Previamente al análisis funcional de las versiones de CbrA carente de los dominios TM 
y del dominio PAS, se llevó a cabo un análisis estructural por predicción de homología de 
secuencia, empleando la herramienta bioinformática InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) 
(Jones et al., 2014). InterPro utiliza modelos predictivos proporcionados por varias bases de 
datos que permiten clasificar las proteínas en familias y obtener información acerca de 
dominios estructurales y términos GO (ontología genética), así como los procesos biológicos 
en los que participa, su función molecular y su localización celular. 
La secuencia traducida de CbrA silvestre de 991 aminoácidos se integró en la familia de 
transportadores Na+/soluto, que se caracteriza por contener de promedio de 11 a 15 dominios 
TM en conformación a-hélice (IPR001734). El modelo de unión de este tipo de proteína 
sugiere que la unión del sodio provoca un cambio conformacional que aumenta la afinidad del 
transportador por un soluto específico. En concreto, CbrA presenta 13 dominios TM que son 
homólogos a una región transmembrana típica de transportadores Na+/glucosa (IPR038377; 
aas 10 a 493) que le permiten su anclaje en la membrana interna, un dominio STAC (aas 521 
a 594), un dominio PAS (IPR035965; aas 623 a 718), un dominio de dimerización y 
fosfotransferencia (DHp) (IPR036097; aas 754 a 817) y un dominio catalítico de unión a ATP 
(CA) (IPR036890; aas 866 a 978) (véase introducción apartados 1.2.2.1. y 1.3.1.).  
Las versiones truncadas de CbrA a las que se le delecionaron sus 13 dominios 
transmembrana (CbrA-ΔTM, plásmidos pMPO1325 y pMPO358, en bajo y alto número de 
copia), tienen una longitud de 466 aas. La versión CbrA-ΔTM no debe estar anclada a 
membrana, ya que se ha delecionado completamente la región TM predicha según InterPro, 
y este hecho fue corroborado por el algoritmo TMHMM 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/), que mostró que no poseía ningún dominio TM. El 
resto de los dominios que contiene la proteína CbrA-ΔTM (el dominio STAC (aas 1 a 69), el 
dominio PAS (aas 97 a 214), el dominio DHp (aas 231 a 294) y el dominio CA (aas 338 a 453)) 
permanecieron inalterados respecto al extremo Ct de la versión silvestre.  
La deleción del dominio PAS de la proteína nativa (CbrA-ΔPAS, plásmidos pMPO1324 
y pMPO1348) generó un producto génico de 915 aas, que se debía localizar en la membrana 
interna, ya que sus dominios TM (aas 10 a 493) permanecían intactos respecto a la versión 
silvestre. Inmediatamente aguas abajo se sitúan los dominios STAC (aas 521 a 594), DHp 






4.2.1.2. Análisis funcional de las versiones de CbrA truncadas 
Una vez construidas las versiones truncadas de CbrA, se procedió a evaluar el grado 
de complementación del mutante de deleción ΔcbrXA, según su capacidad de activar al 
sistema Cbr. Como diana indicadora se empleó el gen PP2810, ya que es la que mejor 
discrimina entre distintas fuentes de carbono (véase apartado 4.1.3.2.2.) y permite detectar 
una inducción progresiva al detectar pequeñas diferencias en los niveles de expresión. Para 
ello, se ensayó la fusión transcripcional de la región promotora del gen PP2810 a lacZ en el 
plásmido pMPO420. 
La actividad b-galactosidasa de la fusión PP2810::lacZ en las estirpes silvestre y 
mutantes de los dominios de CbrA en LB, succinato y OAA se muestra en la figura 44.  
 
 
Figura 44. Niveles de expresión de PP2810 en las estirpes con las versiones truncadas de los 
dominios ΔTM y ΔPAS de CbrA. Medida de la actividad β–galactosidasa de la fusión transcripcional 
PPP2810::lacZ (pMPO420) en las estirpes MPO451 (silvestre, wt), MPO495 (ΔcbrXA), MPO498 (ΔcbrXA-
cbrXA), MPO507 (ΔPAS), MPO515 (Ptac ΔPAS), MPO508 (ΔTM) y MPO506 (Ptac ΔTM). Las barras 
representan las medias y las desviaciones estándar de al menos tres ensayos independientes. Las 
estrellas representan los p-values obtenido tras aplicar el test de Student para muestras no pareadas 







La inducción diferencial de PP2810 en función de la disponibilidad de carbono en el 
medio fue nuevamente evidente en el organismo silvestre MPO451, siendo de 5.4 y 18 veces 
mayor en Scc y OAA con respecto al medio rico LB. Además, la dependencia de la activación 
de PP2810 del sistema Cbr se observó con el descenso notable en los niveles de expresión 
en el fondo mutante MPO495 (Figura 44). Cuando se complementó al mutante ΔcbrXA con la 
secuencia completa cbrX-cbrA, la estirpe generada, MPO498, manifiestó un fenotipo de 
expresión de PP2810 equivalente al fondo silvestre, lo que confirmó la eficacia de la 
complementación tal y como se observó en ensayos previos (véase apartado 4.1.3.2.2.). 
La estirpe que portaba la deleción en fase del dominio PAS (ΔPAS), que generaba una 
proteína CbrA de 915 aminoácidos, no fue capaz de activar al gen diana PP2810 ni en 
condiciones fisiológicas (expresada desde su propio promotor; estirpe MPO507) ni tampoco 
cuando se sobreexpresó desde Ptac (estirpe MPO515), en ninguno de los tres medios 
ensayados. En todos los casos los niveles de expresión fueron similares a los obtenidos por 
el mutante ΔcbrXA (MPO495). La proteína carente del dominio PAS conservaba intactos sus 
dominios transmembrana por lo que es muy probable que se mantuviera anclada a la 
membrana interna tal y como se presume para CbrA silvestre. 
 Cuando se analizó la activación de PP2810 por la versión de CbrA en la que se habían 
eliminado los 13 dominios TM (ΔTM) y se expresaba desde su promotor (niveles fisiológicos; 
estirpe MPO508), no se observó actividad en ninguna condición de disponibilidad de carbono. 
Sin embargo, cuando esta misma versión de CbrA se sobreexpresó mejorando su 
transcripción y traducción (estirpe MPO506), se detectó una activación en OAA de 5.8 y 2.5 
veces en comparación con LB y succinato, respectivamente. Si bien la actividad alcanzó un 
40 % (en Scc) y un 30 % (en OAA) de la actividad de la estirpe complementada con la versión 
silvestre MPO498, estos datos indican que el dominio catalítico de esta versión truncada de 
CbrA es capaz de fosforilar CbrB por sí solo en estas condiciones, obteniendo así una 
inducción parcial del sistema (Figura 44). Los dominios TM con homología a un transportador 
de soluto, por tanto, no parecen ser esenciales para la transducción de la señal activadora. 
 
4.2.1.3. Utilización de distintas fuentes de carbono por las versiones de CbrA 
truncadas 
Se estudió además la posible implicación de los dominios de CbrA en la asimilación de 
distintas fuentes de carbono en los diferentes mutantes. Para ello se monitorizó el crecimiento 
a lo largo del tiempo de la estirpe complementada con la versión silvestre (MPO498), con los 





que sobreexpresa la versión ΔTM de CbrA (MPO515). La estirpe MPO498 se seleccionó como 
control de referencia al manifestar el fenotipo equivalente al organismo silvestre P. putida 
KT2442 tras la complementación del mutante de deleción.  
En la figura 45 se muestran las cinéticas de crecimiento en medio LB y medio mínimo 
suplementado con succinato, citrato e histidina como fuentes de carbono, para las distintas 
variantes de CbrA.  
 
 
Figura 45. Crecimiento de P. putida KT2442 y los mutantes ΔcbrXA, ΔPAS, ΔTM y Ptac-ΔTM en 
diferentes fuentes de carbono. Curvas de crecimiento del mutante de deleción ΔcbrXA (MPO495, 
rojo) y variantes de la misma estirpe complementada con la versión cbrXA silvestre (MPO498, azul),   
con versiones truncadas de la proteína CbrA en los dominios ΔPAS (MPO507, naranja), ΔTM (MPO508, 
morado) o con la versión que sobreexpresa la versión soluble de CbrA, Ptac-ΔTM (MPO506, verde) en 
medio LB (A) y medio mínimo suplementado con succinato (B), citrato (C) e histidina (D) como fuentes 
de carbono. Las gráficas corresponden a un experimento representativo de tres réplicas biológicas y 
las barras de error a la desviación estándar de tres réplicas técnicas. (E) Tiempo de generación y fase 
de latencia de las estirpes MPO498, MPO495, MPO507, MPO508 y MPO506 en medio rico (LB), y 
medio mínimo M9 con succinato (Scc), citrato (Cit) e histidina (His) como fuentes de carbono. La fase 
de latencia en cada condición ensayada se indica entre paréntesis, ausencia de crecimiento como NC 
y crecimiento después de 20 h como -. El tiempo de generación se estimó durante la fase exponencial 





Todas las estirpes crecieron eficientemente en medio LB a pesar de la deleción de los 
dominios TM o PAS de CbrA (Figura 45 A y E). En lo referido al crecimiento en medio mínimo 
con succinato, los mutantes ΔcbrXA (MPO495), ΔPAS (MPO507) y ΔTM (MPO508) reflejaron 
una respuesta adaptativa considerablemente menor que el organismo complementado con la 
versión silvestre (MPO498) mostrando una fase de latencia entre 3 h y 4 h más larga 
aproximadamente (Figura 45 B y E). La sobreexpresión de la versión CbrA-ΔTM (estirpe 
MPO506), permitió recuperar la capacidad de asimilar succinato de manera equivalente a la 
estirpe complementada alcanzando la fase exponencial de crecimiento a las 0.5 h (Figura 45 
B y E). 
Por otra parte, el crecimiento de la estirpe mutante ΔcbrXA (MPO495) y aquellas que 
carecen de los dominios PAS (MPO507) y TM (MPO508) se vio drásticamente afectado en 
citrato o histidina (Figura 45 C y D). Sin embargo, al sobreexpresar el extremo C-terminal que 
contiene el dominio PAS junto a los dominios de dimerización (DHp) y catalítico (CA) (estirpe 
MPO506), se logró restablecer la capacidad de utilizar histidina o citrato de manera tan 
eficiente como la estirpe complementada con la versión silvestre, teniendo una fase de 
latencia de 5 h en citrato y 14 h en histidina (Figura 45 C, D y E). Estos resultados demuestran 
que los dominios transmembrana son prescindibles para el transporte y/o la asimilación de 
histidina y citrato como fuentes de carbono y energía. 
Para comprobar si el sistema en estas condiciones de sobreexpresión, además de 
permitir la utilización de histidina y citrato, se encontraba activo en su capacidad de activar a 
CbrB, se analizaron los niveles de expresión de PP2810 a lo largo del tiempo. Entonces, se 
cuantificó la fluorescencia específica de las respectivas estirpes conteniendo una fusión 
transcripcional de PP2810 a gfpmut3::lacZ (plásmido pMPO355) en las mismas condiciones 







Figura 46. Análisis de la expresión de PP2810 en la estirpe mutante complementada con la 
versión CbrA silvestre o las versiones de CbrA truncadas en diferentes fuentes de carbono. Los 
niveles de expresión se representan como intensidad de fluorescencia (IF) emitida por gfp normalizada 
por la densidad óptica A600 para las estirpes MPO498 (ΔcbrXA-cbrXA, azul), MPO495 (ΔcbrXA, rojo), 
MPO507 (ΔPAS, naranja), MPO508 (ΔTM, morado) y MPO506 (Ptac-ΔTM, verde) conteniendo la fusión 
transcripcional de PP2810 a gfpmut3::lacZ en el plásmido pMPO355. (A) Se monitorizó los niveles de 
expresión durante 23 h en cultivos crecidos en LB y medio mínimo con succinato (Scc), citrato (Cit) e 
histidina (His). Las gráficas corresponden a un experimento representativo de al menos tres réplicas 
biológicas y las barras de error a la desviación estándar de tres réplicas técnicas. (B) Las gráficas 
representan las diferencias más evidentes en los niveles de expresión de PP2810 en LB y medio 
mínimo con succinato (Scc), citrato (Cit) e histidina (His) como fuentes de carbono. Las barras 
corresponden a la media y a la desviación estándar de al menos tres réplicas biológicas y nueve réplicas 
técnicas. 
 
Los resultados de expresión de PP2810 mostraron una correlación inversa con el 
crecimiento, como se había observado previamente (aunque de forma más sutil) para crcZ y 
crcY (Figura 32 y 33). Al igual que en experimentos anteriores (Figura 33 C y 34 C), los niveles 
de fluorescencia reflejaron una inducción diferencial de PP2810 según la disponibilidad de 
carbono en la estirpe complementada, MPO498, alcanzando niveles progresivamente más 





ΔcbrXA (estirpe MPO495), ΔTM (estirpe MPO508) y ΔPAS (estirpe MPO507) los cuales 
reprodujeron el mismo patrón de expresión para PP2810 con unos valores próximos al nivel 
basal, indicando la relevancia de estos dominios en la función de CbrA. No obstante, la estirpe 
MPO506 que superproduce la versión CbrA-ΔTM, mostró inducción de la expresión de 
PP2810, aunque los niveles de expresión son sensiblemente más bajos que los de la versión 
silvestre. El porcentaje de recuperación de la actividad de CbrA-ΔTM en el fondo MPO506 fue 
del 84 % en LB, 50 % en succinato, 17 % en citrato y 16 % en histidina (Figura 46 B). Es 
interesante observar que esta estirpe mostró una cinética de inducción muy similar a la 
observada con la versión silvestre de CbrA, con una activación transitoria y gradual durante 
las condiciones de limitación de carbono en MM con Cit y MM con His, durante la fase lag, 
seguida de una reducción de su expresión durante el crecimiento exponencial, pudiéndose 
recuperar esta expresión en mayor o menor medida en los distintos medios al llegar a la fase 
estacionaria (Figura 46 A). A su vez, se observó que los niveles máximos de expresión 
obtenidos en los distintos medios correlacionan con la capacidad de crecimiento en estos 
medios. Estos valores fueron a su vez coherentes con la caracterización previa de la inducción 
de PP2810 medida como actividad b-galactosidasa en la fase exponencial en la estirpe CbrA-
ΔTM sobreexpresada en comparación con la estirpe portadora de la versión CbrA-ΔTM 
expresada desde su promotor nativo (Figura 44). Además, permite ratificar que la 
recuperación de la capacidad de asimilar histidina de CbrA-ΔTM se correlaciona con la 
activación del sistema Cbr mediante la recuperación de los niveles de activación 
transcripcional de PP2810 tal y como se aprecia en la figura 46.  
Aunque parcial, la actividad de CbrA-ΔTM, capaz de discriminar entre los distintos 
medios de cultivo de forma similar a CbrA silvestre, indica que los dominios transmembrana 
son prescindibles para realizar su función activadora y su respuesta a la señal reguladora. Por 
otra parte, la importancia del dominio PAS en la funcionalidad de cbrA lo convierte, por tanto, 
en el dominio candidato para la recepción de la señal activadora del sistema.  
 
4.2.2. Localización intracelular de las proteínas de CbrA  
4.2.2.1. Análisis por Western blotting 
En la caracterización funcional de los dominios de CbrA se detectó una activación 
sustancial del sistema Cbr mediada por la versión de la proteína truncada en sus dominios 
transmembrana (CbrA-ΔTM) cuando se encontraba en dosis altas (expresada bajo Ptac) 
(Figura 44, MPO506 respecto a MPO498). Para estimar la cantidad de CbrA silvestre y de su 





de fusión a gfp en sus respectivos extremos Ct en el vector pMPO1350 (apartado 3.4.4. de 
materiales y métodos). De este modo se generaron los plásmidos pMPO1261 y pMPO1367, 
que contenían las fusiones de CbrA y CbrA-ΔTM expresadas bajo su propio promotor, y los 
plásmidos pMPO1359 y pMPO1358, que contenían las mismas variantes sobreexpresadas 
desde el promotor fuerte Ptac y una Shine-Dalgarno sintética optimizada. Cada uno de los 
plásmidos se integraron en el sitio Tn7 del cromosoma del mutante ΔcbrXA (MPO494) dando 
lugar a las estirpes MPO520, MPO521, MPO519 y MPO518, respectivamente. Las células 
fueron inducidas en medio mínimo con succinato hasta alcanzar la fase exponencial media 
(A600= 0.3), momento en el cual se separaron las fracciones soluble y de membrana (véase 
apartado 3.6.1. de materiales y métodos). 
La detección de las proteínas con un anticuerpo anti-GFP reveló la presencia de dos 
péptidos de tamaño correspondiente a CbrA’-‘GFP (136 kDa) y a CbrA-ΔTM’-‘GFP (80 kDa). 
Como se aprecia en la figura 47, la proteína completa CbrA’-‘GFP expresada desde su propio 
promotor, se detectó mayoritariamente en la fracción de membrana (Figura 47, carril 3). La 
superproducción de esta proteína mediante el uso del promotor fuerte Ptac dio lugar a una 
mayor producción de CbrA’-‘GFP, que también se asoció a la fracción de membrana (Figura 
47, carril 1). 
 
 
Figura 47. Detección de la proteína CbrA y la versión truncada CbrA-ΔTM fusionadas a GFP 
mediante Western blotting. Ensayo de Western blotting de las fracciones soluble (S) y de membrana 
(P) de las estirpes MPO519 (Ptac-CbrA), MPO520 (PcbrA-CbrA), MPO518 (Ptac-ΔTM) y MPO521 (PcbrA-
ΔTM) cultivadas en medio mínimo con succinato como fuente de carbono. Se cargaron 10 μg de 
proteína total de las fracciones de membrana (carriles 1, 3, 5 y 7) y solubles (carriles 2, 4, 6 y 8). Las 
fracciones de membrana fueron concentradas 10 veces para normalizar la cantidad total de proteína 
cargada en el gel. Las flechas rojas indican el tamaño correspondiente a las proteínas CbrA y CbrA-





 Por otro lado, la producción de la versión CbrA-ΔTM’-‘GFP expresada desde su 
promotor no fue fácilmente detectable en ninguna de las fracciones (Figura 47, carriles 7 y 8), 
aunque su producción se incrementó considerablemente cuando expresó desde Ptac (Figura 
47, carriles 5 y 6). La proteína CbrA-ΔTM sobreexpresada bajo Ptac se acumula claramente 
en la fracción soluble (Figura 47, carril 6) en comparación con la CbrA completa en las mismas 
condiciones (Figura 47, carril 2). Dado que las fracciones de membrana se concentraron 10 
veces en relación con las fracciones solubles para normalizar la cantidad total de proteína 
cargada en el Western blotting, se detectó una fracción sustancial de CbrA-ΔTM-GFP en la 
fracción insoluble (Figura 47, carril 5). Esto puede ser debido también a una posible rotura 
celular incompleta, a la agregación parcial de la proteína en cuerpos de inclusión o a restos 
realmente solubles pero que quedan atrapados en la fracción viscosa insoluble. En cualquier 
caso, la acumulación mayoritaria en la fracción soluble de la versión de CbrA que carecía de 
los 13 dominios transmembrana indicaba que se hallaba soluble en el citosol. 
 
4.2.2.2. Microscopía confocal de superresolución 
Como complemento al estudio de localización celular de CbrA y CbrA-ΔTM por 
Western blotting, se visualizaron las estirpes mediante microscopía confocal. De este modo, 
se utilizaron las estirpes que contenían las versiones de CbrA’-‘GFP expresadas bajo su 
propio promotor, MPO520 (PcbrA-CbrA) y MPO521 (PcbrA-CbrA-ΔTM), o sobreexpresadas 
desde Ptac, MPO519 (Ptac-CbrA) y MPO518 (Ptac-CbrA-ΔTM), que fueron cultivadas en un 
medio mínimo con succinato en las mismas condiciones que el ensayo de Western blotting 
(apartado 3.6.1. de materiales y métodos). 
La visualización de las estirpes mediante microscopía confocal de barrido (LCSM) 
permitió confirmar la localización de CbrA nativa (MPO520), mediante la detección de focos 
de una elevada intensidad de fluorescencia con respecto a la autofluorescencia intrínseca de 
P. putida KT2442, en el perímetro de la bacteria (Figura 48, izquierda), lo que sugería que se 







Figura 48. Visualización de la proteína CbrA y su versión soluble CbrA-ΔTM mediante 
microscopía confocal. Detección de la fluorescencia de las proteínas CbrA’-’GFP en la estirpe 
MPO520 (PcbrA-CbrA) (izquierda) y de la proteína soluble CbrA-ΔTM’-’GFP en la estirpe MPO521 (PcbrA-
CbrA-ΔTM) (derecha) expresadas bajo su propio promotor con un microscopio confocal Zeiss LSM 880 
equipado con una unidad de detección Airyscan (63X). La barra de escala se indica en la parte inferior 
derecha de cada imagen. Todas las imágenes obtenidas por LCSM fueron procesadas con los mismos 
parámetros. 
 
Por otro lado, la estirpe MPO521 portadora de la versión de la proteína CbrA-ΔTM’-
‘GFP en las mismas condiciones, no se posicionó en loci condensados y permaneció dispersa 
en el citosol (Figura 48, derecha). Asimismo, el incremento en la tasa de traducción de ambas 
versiones (MPO519 y MPO518), no contribuyó sustancialmente a mejorar su visualización a 
través de microscopía confocal (datos no mostrados). 
En definitiva, los datos obtenidos en este apartado, así como la detección por Western 
blotting de CbrA en la fracción de membrana, apuntan a que los dominios transmembrana de 






Capítulo 3. Determinación de la naturaleza de la señal activadora del sistema CbrAB 
Uno de los aspectos más relevantes para comprender el funcionamiento de los sistemas 
de dos componentes y su trascendencia a la hora de transformar un estímulo en una cascada 
de transducción de señales, es la identificación de la molécula activadora del sistema, que 
interacciona con la histidina quinasa para desencadenar la respuesta. Paradójicamente, la 
molécula activadora sigue siendo una incógnita en muchos de los sistemas de transducción 
de señales mejor caracterizados (AlgZ/R, KinA/Spo0F, WalK/R) (Eswaramoorthy et al., 2010; 
Okkotsu et al., 2014; Takada & Yoshikawa, 2018). En el capítulo 2, se ha demostrado que los 
dominios transmembrana de la histidina quinasa CbrA son prescindibles para detectar la señal 
activadora y que, por lo tanto, la interacción de la señal no se debe producir necesariamente 
a través de estos dominios que anclan CbrA a la membrana. 
El objetivo principal de esta sección es identificar la molécula activadora o al menos 
estimar la naturaleza de la misma. Para ello, se procedió en primer lugar a purificar las 
proteínas CbrA silvestre y CbrA-ΔTM, que contiene el dominio catalítico pero que carece de 
los dominios TM, y a realizar diversos ensayos de interacción proteína-ligando. 
 
4.3.1. Expresión y purificación de las proteínas CbrA silvestre y CbrA-ΔTM 
fusionadas a la inteína 
Para estudiar la capacidad de las proteínas CbrA y CbrA-ΔTM de interaccionar con un 
ligando que pueda actuar como señal activadora del sistema Cbr, se procedió a clonar la 
secuencia codificante de cbrA completa y la variante que carecía de los 13 dominios 
transmembrana, en el plásmido pTXB1 para la producción de proteínas recombinantes. Para 
ello, se hizo una fusión traduccional de la secuencia codificante de cada una de las versiones 
de CbrA a la inteína (~28 kDa) junto a un dominio de unión a quitina (6 kDa) a través de un 
enlace tioester, en su extremo carboxilo terminal (Evans et al., 1998). La fusión de la inteína 
al extremo carboxilo terminal de CbrA y CbrA-ΔTM garantizaba que la estructura terciaria del 
dominio sensor, más próximo al extremo amino terminal, no se viera alterada durante el 
plegamiento de la proteína (Figura 49 B). La expresión de CbrA y CbrA-ΔTM en los 
respectivos plásmidos (pMPO1279 y pMPO1280) dio lugar a sendas proteínas de 143 kDa y 
86 kDa, respectivamente. La posterior escisión del precursor con el tag inteína-CBD una vez 
retenida en la matriz de quitina, mediante un corte inducido por tiol, generó péptidos de 109 







Figura 49. Superproducción de CbrA y CbrA-ΔTM en el plásmido pTXB1. (A) Secuencia de la 
región promotora del plásmido pTXB1 con el sistema de expresión del promotor de T7, el inicio de la 
secuencia que codifica al Tag inteína-CBD de Mycobacterium xenopi. Se muestra el lugar de escisión 
del Tag (triángulo invertido) y la región comprendida entre los sitios de clonación múltiple (NdeI-SapI) 
(en naranja). Adaptado de IMPACT kit (New England Biolabs). (B) Esquema de los dominios de CbrA 
(arriba) y CbrA-ΔTM (abajo) fusionadas al tag inteína-CBD en su extremo carboxilo terminal. 
 
El sistema de producción empleado contiene el promotor del fago T7 y su secuencia 
Shine-Dalgarno, necesarios para la transcripción y traducción eficiente de la proteína de 
interés (Figura 49 A). Como estirpes superproductoras se emplearon las estirpes E. coli 
ER2566 y BL21 (DE3) pLysS que contienen en el cromosoma una copia del gen de la ARN 
polimerasa del fago T7. A su vez, la ARN polimerasa del fago T7 se encuentra bajo el control 
del promotor lacUV5, un promotor reprimible por el represor LacI en ausencia del inductor 
IPTG. En presencia del inductor IPTG se libera la represión del promotor Plac produciéndose 
elevados niveles de ARN polimerasa que permiten la superproducción de la proteína de 
interés. Además, las estirpes son deficientes en las proteasas Lon y OmpT lo cual reduciría 





Sin embargo, siguiendo este diseño experimental no se consiguió una buena 
superproducción de la proteína nativa en el fondo ER2566 en ninguna de las fracciones de 
las muestras recogidas a las 3 h o tras toda una noche de inducción (carriles 2-3 y 8-9 en 
comparación con los carriles 1 y 7, respectivamente, Figura 50), probablemente debido a la 
composición hidrofóbica de sus 13 dominios transmembrana. Como alternativa, se utilizó la 
estirpe de E. coli BL21(DE3) pLysS que contiene el plásmido pLysS que codifica la lisozima 
del fago T7 la cual disminuye la expresión basal de la ARN polimerasa de T7, logrando la 
inhibición de la expresión del plásmido transformado en condiciones no inducidas. Las nuevas 
condiciones tampoco permitieron detectar una superproducción significativa de CbrA (Figura 
50), probablemente por la toxicidad o dificultad en el plegamiento de los 13 dominios 
transmembrana del extremo Nt de CbrA, por lo que se procedió únicamente con la 
sobreexpresión de la versión truncada CbrA-ΔTM.  
 
 
Figura 50. Superproducción de CbrA nativa en las estirpes de E. coli ER2566 y BL21(DE3) pLysS. 
Se muestran las fracciones de proteína nativa antes (carriles 1, 4, 7 y 10) y después de inducir con 
IPTG 0.5 mM (carriles 2-3, 5-6, 8-9 y 11-12) para las estirpes E. coli ER2566 y BL21(DE3) pLysS. Se 
cargaron las muestras tras la inducción separando la fracción total (carriles 2 y 5 a las 3 h; carriles 8 y 
10 tras toda la noche) de la fracción soluble (carriles 3 y 6 a las 3 h; carriles 9 y 12 tras toda la noche) 
para ER2566 y BL21(DE3) pLysS, respectivamente. Con una flecha roja se indica la altura aproximada 
a la cual debería de migrar la proteína superproducida con un tamaño de 146 kDa. M corresponde al 







Dada la dificultad para superproducir CbrA completa, se empleó la variante CbrA-ΔTM 
para su posterior purificación mediante cromatografía de afinidad con una matriz de quitina 
(apartados 3.6.5. y 3.6.6. de materiales y métodos). Como se ilustra en la figura 51, la 
superproducción de CbrA-ΔTM fue muy eficiente tras inducir un cultivo de la estirpe E. coli 
ER2566 a 16 ºC toda la noche (Figura 51 A, carril 2) y además la proteína superproducida se 
localizó mayoritariamente en la fracción soluble (carril 3), en comparación con el extracto 
proteico obtenido del cultivo sin inducir (carril 1). Una vez cargada la fracción soluble en la 
columna y lavada con tampón de unión, se procedió al tratamiento con DTT 50 mM para 
romper el enlace inteína-proteína de unión a quitina, y lograr así desanclarla de la columna. 
Las distintas fracciones de elución de CbrA-ΔTM de la columna se recogieron en alícuotas de 
12 mL y se cargó una muestra en un gel de acrilamida al 10 % para hacer un seguimiento de 
la purificación (Figura 51 B, carriles 1 al 9).  Las fracciones se concentraron con un Centricón 
en un volumen de 3 mL y se obtuvo una fracción de proteína CbrA-ΔTM pura a una 
concentración final de 4 µg/µL estimándose su pureza por visualización en gel de acrilamida 
de un 98 % (Figura 51 C, carril 1). 
 
 
Figura 51. Gel de acrilamida con las diferentes fracciones de la superproducción y purificación 
de CbrA-ΔTM. (A) Proteína total antes de inducir (carril 1), después de la inducción con el inductor 
IPTG 0.5 mM (carril 2), y fracción soluble de las células inducidas (carril 3). (B) Fracciones del precursor 
(86 kDa) eluidas de la columna de afinidad de quitina (carriles 1-9) con tampón de unión y DTT 50 mM. 
(C) Preparación final de CbrA-ΔTM (52 kDa) concentrada tras escindir el precursor del tag inteína-CBD. 







4.3.2. Estudio de la interacción de CbrA-ΔTM con distintos ligandos mediante 
fluorimetría diferencial de barrido (DSF) 
Una vez purificada la proteína CbrA-ΔTM se procedió a hacer un escrutinio con 
moléculas de diversa naturaleza para intentar determinar la posible interacción con la 
molécula efectora (véase apartado 4.3.2.2.). De todas las opciones metodológicas que existen 
para detectar interacciones proteína-ligando, se optó por hacer un primer escrutinio utilizando 
la técnica de la fluorimetría diferencial de barrido (DSF) debido a la posibilidad de ensayar 
múltiples condiciones de forma simultánea. Esta técnica permite detectar variaciones en la 
temperatura de desnaturalización (Tm) de una proteína como consecuencia de su interacción 
con un ligando, y requiere cantidades muy pequeñas de proteína al realizarse en las placas 
multipocillo utilizadas rutinariamente en el laboratorio. La cuantificación de la fluorescencia en 
presencia de los distintos ligandos se monitoriza en un termociclador de PCR a tiempo real, 
en una rampa de temperatura entre 20 ºC y 95 ºC. La interacción específica de un ligando con 
una proteína suele incrementar el valor de la Tm (DTm > 0) que se refleja como un aumento en 
la estabilidad térmica de la proteína (Figura 52 B). Por el contrario, los desplazamientos 
térmicos negativos (DTm < 0) no pueden ser explicados con el modelo termodinámico actual 
lo que genera controversia a la hora de establecer un modelo. Ciertos autores asocian este 
fenómeno a la unión del ligando tanto a la forma desnaturalizada de la proteína como a la 
conformación nativa (Fernández et al., 2016; Scott et al., 2016; Waldron & Murphy, 2003). 
En la figura 52 A se ilustra la variación de la fluorescencia emitida por una proteína 
modelo asociada a un fluoróforo en presencia de un ligando ficticio, en función de la 
temperatura. El panel B muestra las curvas de fusión en función de la concentración del 
ligando (izquierda) y la representación de la primera derivada negativa de las unidades de 
fluorescencia relativa con respecto a la temperatura (-d(RFU)/dT), a la derecha. Este tipo 
alternativo de representación permite visualizar con mayor claridad el punto de inflexión de la 
curva correspondiente a la Tm, momento en el que coexisten el 50 % de la proteína en forma 
nativa y el 50 % desnaturalizada (Lo et al., 2004). Asimismo, se ha establecido una correlación 
entre la concentración de ligando y el aumento progresivo de la estabilidad de la proteína 
(Figura 52 B y C) (Bai et al., 2019; Niesen et al., 2007). Considerando dos ligandos a distintas 
concentraciones que generan el mismo desplazamiento térmico DTm, el ligando que está a 
una concentración más alta presenta una constante de disociación (KD) mayor demostrando 







Figura 52. Principio de la fluorimetría diferencial de barrido (DSF). (A) Base molecular de la 
fluorimetría diferencial de barrido. Se muestra la fluorescencia emitida por el fluoróforo asociado a una 
proteína en función del incremento de la temperatura. La Tm representa la temperatura a la cual coexiste 
el 50 % de proteína nativa con el 50 % de proteína desnaturalizada. (1) La proteína nativa (morado) se 
incuba con el fluoróforo SYPRO Orange (verde). (2) El incremento de temperatura provoca que la 
proteína se desnaturalice progresivamente y el fluoróforo entre en contacto con regiones hidrofóbicas 
de la proteína. (3) La proteína se desnaturaliza y se obtiene un pico máximo de fluorescencia. (4) La 
proteína desnaturalizada comienza a agregarse, liberándose del fluoróforo lo que provoca la 
disminución de la fluorescencia. Como control negativo se establece el tampón sin proteína, 
denominado No Protein Control (línea punteada gris). (B) Curvas de fusión de una proteína (P) en 
presencia de concentraciones crecientes de ligando ([L]1-6) representado como la emisión de 
fluorescencia (RFU) (izquierda) y como la primera derivada negativa de la fluorescencia con respecto 
a la temperatura (-d(RFU)/dT) (derecha). (C) Dependencia de la termoestabilidad de una proteína de 
la concentración de ligando. La línea continua gris indica el ajuste de los datos a una cinética de 
saturación. Adaptado de (Abbott et al., 2017; Bai et al., 2019; Pantoliano et al., 2001). 
 
El fluoróforo empleado para el ensayo de DSF fue SYPRO Orange (Sigma Aldrich) por 
su óptima relación señal-ruido y su excitación a una longitud de onda, 492 nm, a la cual 
disminuye la probabilidad de interferencia con alguna molécula pequeña presente en la 
muestra. En un cribado preliminar de posibles ligandos con capacidad de interaccionar con la 
proteína CbrA-ΔTM, se llevó a cabo la técnica de fluorimetría diferencial de barrido descrita 






4.3.2.1. Optimización de las condiciones de máxima estabilidad de la proteína 
CbrA-ΔTM para el ensayo de DSF 
La detección de cambios en la temperatura de desnaturalización de una proteína por su 
interacción con un ligando requiere una curva precisa y sin posibles interferencias 
ocasionadas por la presencia de sales, un pH desfavorable u otros factores. Por esta razón, 
se modificaron una serie de parámetros que permitían determinar las condiciones óptimas de 
estabilidad de la proteína en lo que se denominó curvas de normalización. En ellas, se analizó 
la curva de desnaturalización de CbrA-ΔTM en condiciones donde se variaba el tipo de 
tampón (Tris HCl, HEPES-NaOH, MES-NaOH y acetato de sodio-ácido acético (NaAc-HAc)), 
el rango de pH con capacidad tamponadora (6, 7.5 y 8.1, para los tres primeros tampones, 
respectivamente; 4 y 5 para el último) y la concentración de NaCl (de 0 a 150 mM), cuya fuerza 
iónica puede alterar la capa de hidratación de la proteína e inducir su precipitación. En todos 
los ensayos la concentración final de la proteína fue de 20 µM. 
Los principales rasgos que definen las condiciones óptimas de estabilidad de una 
determinada proteína se aprecian en gráficas donde los valores de la curva de fluorescencia 
superen los valores basales correspondientes a la fluorescencia intrínseca del tampón sin 
proteína (control negativo sin proteína denominado No Protein Control, NPC) (Figura 52 A) 
así como la obtención de un máximo de fluorescencia correspondiente a la transición del 
estado nativo al estado desnaturalizado. Esta transición debe describir un pico profundo y 
definido al representar la primera derivada negativa de la fluorescencia, de modo que permita 
la estimación precisa de la Tm (Figura 52 B). 
Como primera aproximación, se evaluó la termoestabilidad de la proteína CbrA-ΔTM en 
función del tampón, la concentración de NaCl y pH. En la figura 53 se muestran las curvas de 
fusión obtenidas en el ensayo de DSF de la proteína CbrA-ΔTM en distintas concentraciones 
de NaCl (0, 50, 100 y 150 mM; líneas de colores en las gráficas) y en función del pH (6, 7.5, 
8.1, 4 y 5) en distintos tampones a 100 mM (Tris HCl, HEPES-NaOH, MES-NaOH y NaAc-
HAc; gráficas A-D). En la mayoría de las gráficas se observa una única transición del estado 
nativo al estado desnaturalizado de la proteína CbrA-ΔTM, centrado en valores de Tm de 50 
ºC y 60 ºC, lo que permite estimar la Tm ajustando los datos a la ecuación de Boltzmann o 















Figura 53. Efecto del tipo de tampón, el pH y la concentración salina en la termoestabilidad de 
la proteína CbrA-ΔTM. Se representan las curvas de fusión obtenidas por DSF como unidades 
relativas de fluorescencia (RFU) emitidas por la proteína CbrA-ΔTM a lo largo de una rampa de 
temperatura de 20 ºC a 95 ºC. Como representación alternativa, se muestra la primera derivada 
negativa de las unidades relativas de fluorescencia en función de la temperatura (-d(RFU)/dT). La 
proteína a 20 µM fue expuesta en los tampones Tris HCl (A), HEPES-NaOH (B), MES-NaOH (C) 100 
mM a pH 6 (izquierda), 7.5 (centro) y 8.1 (derecha) y NaAc-HAc (D) 100 mM a pH 4 (izquierda) y 5 
(centro). Además, se evaluó el efecto salino por adición de NaCl de 0 mM (naranja), 50 mM (verde), 
100 mM (azul) y 150 mM (rosa). El control negativo (No Protein Control) corresponde a cada uno de 





En base a estas premisas, se analizó en primer lugar el efecto global de cada tampón 
en la estabilidad de la estructura de CbrA-ΔTM. De todos los tampones analizados, los que 
se asemejan a la curva teórica donde la estructura de CbrA-ΔTM es más estable son Tris HCl 
y HEPES-NaOH (Figura 53 A y B). Por el contrario, los valores de fluorescencia obtenidos en 
las condiciones de MES-NaOH y NaAc-HAc no reproducen la curva esperada al no 
distinguirse ningún máximo de fluorescencia (Figura 53 C y D). Además, es destacable los 
elevados niveles de fluorescencia iniciales cuando CbrA-ΔTM es expuesta en el tampón 
NaAc-HAc sugiriendo un posible efecto desnaturalizante de estas condiciones que conllevaría 
una exposición temprana de las regiones hidrofóbicas al fluoróforo empleado. 
Usando el tampón Tris HCl, la adición de NaCl provocó una desestabilización progresiva 
de la proteína independientemente del pH ensayado (6, 7.5, 8.1). Este efecto se vio reflejado 
en los máximos de fluorescencia cuyos valores no superaban los niveles iniciales de 
fluorescencia. A pesar de ello, el único pico de las curvas de fusión en Tris HCl con mayor 
definición se distinguió a pH 6 sin adición de NaCl (0 mM; línea naranja) (Figura 53 A). En el 
tampón HEPES-NaOH, la termoestabilidad de CbrA-ΔTM se vio comprometida con el pH, 
mejorando con la acidificación del medio. A diferencia de la condición anterior, la adición de 
NaCl en HEPES-NaOH contribuyó ligeramente a estabilizar la estructura proteica (Figura 53 
B).  Por tanto, los valores de Tm para los tampones Tris HCl y HEPES-NaOH se situaron entre 
50 ºC y 60 ºC y, de todos ellos, la condición óptima para la estabilidad de CbrA-ΔTM fue el 
tampón Tris HCl a pH 6 y sin adición de NaCl siendo el único caso en el que el valor del pico 
máximo de fluorescencia superó la señal inicial de fluorescencia. La Tm estimada para dicha 
condición fue de 53 ºC (Figura 53 A). 
Con el fin de asemejarse a las condiciones in vitro de la purificación de CbrA-ΔTM se 
redujo la concentración del tampón Tris HCl a 20 mM y se comprobó que el comportamiento 
de la proteína era el mismo que cuando se usó 100 mM. Con este ajuste se logró incrementar 
significativamente la fluorescencia emitida indicando que el ensayo era más sensible lo cual 
permitiría detectar cambios más sutiles (datos no mostrados). La Tm de CbrA-ΔTM estimada 
para la nueva condición fue de 50.4 ± 0.5 ºC. 
 
4.3.2.2. Rastreo de posibles ligandos que interaccionen con CbrA-ΔTM 
La optimización de las condiciones de estabilidad de la proteína CbrA-ΔTM como etapa 
inicial en el ensayo DSF dio paso al escrutinio de posibles ligandos que interaccionen con 
CbrA. La diversidad en la naturaleza de moléculas efectoras que interaccionan con histidina 





identificación de las condiciones de inducción de un sistema de transducción de señales en 
muchos casos pueden dar indicios sobre la naturaleza de la señal. El sistema CbrAB se induce 
en respuesta a la limitación de carbono y además supone una modificación de los flujos 
metabólicos que ocasiona una acumulación de 2-oxoglutarato (2-OG), y consecuentemente, 
un desequilibrio de la relación 2-oxoglutarato/glutamina (Valentini et al., 2014). La estrecha 
relación con el ciclo de Krebs y el papel crucial del glutamato al actuar como nexo entre el 
metabolismo del carbono y del nitrógeno lo convierten en un sustrato universal y candidato a 
analizar. Además, se evaluó la posible interacción con diversos compuestos más o menos 
fáciles de asimilar como fuente de carbono por P. putida, así como algunos cofactores que se 
han descrito en la bibliografía que interaccionan con los dominios PAS de histidina quinasas 
de distinta naturaleza. 
 Con estas premisas, los ligandos seleccionados para el escrutinio de su posible 
interacción con el dominio sensor de CbrA se agruparon en seis categorías: 
¨ L-aminoácidos: se emplearon los 20 aminoácidos proteinogénicos (alanina, arginina, 
asparagina, ácido aspártico, ácido glutámico, cisteína, fenilalanina, glicina, glutamina, 
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, serina, tirosina, treonina, 
triptófano y valina). 
¨ Azúcares: D-(+)-galactosa, D-(+)-glucosa, D-(+)-glucosa 6P, L-lactato y D-(-)-ribosa. 
¨ Intermediarios del ciclo de Krebs: 2-oxoglutarato, D,L-malato, citrato, fumarato, 
oxalacetato, piruvato y succinato. 
¨ Cofactores: flavín mononucleótido (FMN), flavín adenín dinucleótido (FAD), grupo 
hemo, coenzima A, ADP, AMPc, ATP, NAD+, NADH, NADPH y Pi. 
¨ Cofactores metálicos: CaCl2, FeCl3, HgCl2 y MgCl2. 
¨ Otros: ácido p-cumárico, ácidos carboxílicos C3-C4. 
De los 20 aminoácidos evaluados, L-tyr, L-trp y L-thr provocaron un incremento 
significativo en la Tm de CbrA-ΔTM (DTm de 4 ºC, 3 ºC y 2 ºC, respectivamente), que suponían 
valores por encima del umbral de significación establecido (Giuliani et al., 2008; Krishna et al., 
2013) (Figura 54 A). Por otro lado, se registraron valores de DTm negativos para los 
aminoácidos L-ala, L-cys, L-gln y L-his, que indicaban una desestabilización térmica de la 
estructura proteica, y para el resto de los aminoácidos no se detectaron cambios, o cambios 
no significativos en la Tm de la proteína. En resumen, los ligandos pertenecientes a la 







Figura 54. Cribado de alto rendimiento para la detección de ligandos de la proteína CbrA-ΔTM 
mediante fluorimetría diferencial de barrido. Las barras representan los cambios de Tm para cada 
uno de los 44 compuestos con respecto a la Tm de la proteína libre de ligando de 50 ºC. Los compuestos 
ensayados fueron agrupados en cinco categorías: L-aminoácidos (A), cofactores nucleotídicos (B), 
intermediarios del ciclo de Krebs (C), azúcares (D) y cofactores metálicos (E). La línea rosa discontinua 
indica el umbral ΔTm de 2 ºC considerado como dato significativo. Los valores corresponden a una 
única réplica técnica. 
 
Del grupo de cofactores nucleotídicos ensayados, únicamente la presencia del NADPH 
supuso un incremento significativo en la Tm de CbrA-ΔTM (DTm= 2 ºC) (Figura 54 B). 
Sorprendentemente, las moléculas de ATP, AMPc, ADP y NAD+ provocaron un decremento 
en la Tm de 6 a 14 veces lo que parece indicar que estos nucleótidos desestabilizan la 
estructura de CbrA-ΔTM. Este es particularmente sorprendente en el caso del ATP, con el 
cual esperábamos una interacción positiva debido a la presencia de un sitio de unión de ATP 





Los intermediarios del ciclo de Krebs como citrato, oxalacetato, fumarato y succinato 
también ocasionaron un descenso en la Tm y ninguno de ellos parece estabilizar la estructura 
de la proteína (Figura 54 C). Por otro lado, la D-(+)-glucosa 6P provocó un DTm de 2 ºC, 
mientras que otros azúcares como el L-lactato y la D-(-)-ribosa tuvieron un efecto menor (DTm= 
1 ºC) (Figura 54 D). En la categoría de cofactores metálicos se registró un DTm significativo 
de 8 ºC para el catión mercurio (Hg+2) indicando un incremento notable en la estabilidad de la 
proteína CbrA-ΔTM, mientras que el Ca2+, Fe3+ y Mg2+ provocaron un efecto desestabilizador 
(Figura 54 E). 
El análisis de la estabilidad térmica de CbrA-ΔTM en presencia de los cofactores FAD, 
FMN y del grupo hemo mediante DSF no fue posible dada las propiedades fluorescentes de 
dichas moléculas cuyos espectros de emisión (470-570 nm) coinciden con el rango de longitud 
de onda de emisión del fluoróforo SYPRO Orange (575 nm) (datos no mostrados). 
 En resumen, según los datos de los ensayos de DSF las moléculas candidatas a 
interaccionar con el dominio sensor de CbrA-ΔTM fueron la L-tyr, L-thr, L-trp, el NADPH, la D-
(+)-glu 6P y el Hg+2, cuya interacción directa con nuestra proteína deberá ser evaluada en un 
futuro a través de calorimetría de titulación isotérmica dado que la técnica de DSF proporciona 
una medida indirecta de una posible interacción por cuantificación de la Tm, parámetro 
indicativo de la estabilidad térmica. 
 
4.3.2.3. Predicción de ligandos en función de la estructura del dominio PAS 
La diversidad de ligandos funcionales que interaccionan con histidina quinasas a través 
de un dominio PAS descritos en la bibliografía es grande. Para hacer una predicción de 
posibles ligandos que pudieran interaccionar con CbrA, se realizó un análisis de la estructura 
tridimensional de su domino PAS y se comparó con el resto de proteínas cristalizadas 
almacenadas en la base de datos de proteínas PDB (Protein Data Bank) (http://www.rcsb.org). 
La proteína que mostró una similitud estructural al dominio PAS de CbrA fue la histidina 
quinasa Ppr (UniProt ID: Q9X2W8; PDB ID: 1mzu) de Rhodospirillum centenum, cuyo dominio 
del fotosensor PYP (Photoactive Yellow Protein) regula la actividad catalítica de Ppr por 
absorción de un fotón de luz azul cuando permanece unida al ácido p-cumárico (Rajagopal & 
Moffat, 2003). Por ello, se evaluó la posible interacción del ácido p-cumárico con la proteína 
CbrA-ΔTM mediante DSF. La figura 55 muestra una estabilización de CbrA-ΔTM con un    







Figura 55. Evaluación de la termoestabilidad de CbrA-ΔTM con el ácido p-cumárico por 
fluorimetría diferencial de barrido. Se representan las curvas de fusión obtenidas por DSF de la 
proteína CbrA-ΔTM (azul) en presencia del ácido p-cumárico expresadas como unidades relativas de 
fluorescencia (RFU) (izquierda) y como la primera derivada negativa de las RFU en función de la 
temperatura (-d(RFU)/dT) (derecha) a lo largo de una rampa de temperatura entre 20 ºC y 95 ºC. Como 
controles negativos se establecieron NPC en el tampón Tris HCl 20 mM pH 6 sin proteína y LOC con 
el ligando correspondiente en cada caso. 
 
Tras comprobar que el principal ligando predicho por similitud de estructura 
tridimensional del dominio PAS, el ácido p-cumárico, no potenciaba la termoestabilidad de 
CbrA-ΔTM, se procedió a titular los 6 candidatos seleccionados en el apartado 4.3.2.2.  
 
4.3.2.4. Titulación de los ligandos predichos para CbrA-ΔTM mediante DSF 
Los ensayos de fluorimetría diferencial de barrido permitieron identificar 6 compuestos 
que, al interaccionar con CbrA-ΔTM, aumentan su termoestabilidad. Para demostrar el 
aumento de la estabilidad de la proteína por su interacción con un ligando, se realizó una 
titulación con concentraciones crecientes de cada ligando. Esto permite obtener una cinética 
de unión y estimar la constante de asociación junto a ensayos de calorimetría de titulación 
isotérmica, como se ha descrito en la bibliografía (Boivin et al., 2013; Niesen et al., 2007). 
La figura 56 representa el efecto de la adición de concentraciones crecientes (0.34, 0.75, 
1.25, 2.5, 5 y 7.5 mM) de los ligandos L-tyr, L-thr, L-trp, D-(+)-glu 6P y NADPH, sobre la 
estabilidad de CbrA-ΔTM. La Tm de la proteína nativa CbrA-ΔTM en ausencia de ligando fue 
de 50.4 ± 0.5 ºC (véase apartado 4.3.2.1.), y el incremento de la temperatura debe ser 
proporcional al aumento de la concentración de un determinado ligando, ajustándose a una 





La incubación de CbrA-ΔTM con la mayoría de los ligandos (L-tyr, L-thr, L-trp, D-(+)-glu 
6P y NADPH) condujo a cambios significativos de Tm en función de la dosis de ligando, 
incrementándose los valores de Tm conforme la estabilidad térmica de la proteína se veía 
favorecida (Figura 56). Se obtuvo un desplazamiento térmico (DTm) de 6 ºC para L-trp a 5 mM 
y D-(+)-glu 6P a 7.5 mM, un DTm de 5.5 ºC para L-tyr a 2.5 mM, un DTm de 5 ºC para L-thr a 
7.5 mM y un DTm= 4.5 ºC para NADPH a la máxima concentración testada (Figura 56). Por el 
contrario, no se pudo establecer una correlación con la adición de Hg+2 ya que por encima de 
1.25 mM no se apreció ninguna alteración en la Tm (datos no mostrados). Sin embargo, se 
reprodujo el comportamiento térmico de CbrA-ΔTM en presencia de los ligandos a una 
concentración de 1 mM aproximadamente tal y como se observó en el cribado preliminar 








Figura 56. Estabilidad de la proteína CbrA-ΔTM en función de la concentración de L-tirosina, L-
treonina, L-triptófano, D-(+)-glucosa 6P, NADPH. A la izquierda, las curvas de fusión de CbrA-ΔTM 
obtenidas por DSF representadas como la primera derivada negativa de las unidades relativas de 
fluorescencia en función de la temperatura (-d(RFU)/dT) en un intervalo de temperatura entre 40 ºC y 
70 ºC. A la derecha, se muestra la variación de la temperatura de fusión (DTm) de la proteína CbrA-
ΔTM (azul) a 20 µM con respecto a diferentes concentraciones de ligandos: 0.34 mM (verde), 0.75 mM 
(naranja), 1.25 mM (morado), 2.5 mM (celeste), 5 mM (rosa) y 7.5 mM (amarillo). Los controles 
negativos NPC (No Protein Control) y LOC (Ligand Only Control) corresponden al tampón Tris HCl 20 
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Con el ajuste de los datos a una cinética de saturación se estimó unos R2 de 0.99 para 
D-(+)-glu 6P y 0.98 para NADPH. A diferencia de los compuestos anteriores, el R2 estimado 
para los aminoácidos L-tyr y L-trp fue de 0.97 y para L-thr fue de 0.96, respectivamente, 
sugiriendo un peor ajuste a la cinética de saturación.  
El análisis de los resultados aportados por la titulación de los seis ligandos 
seleccionados no permite excluir a priori a ninguno de ellos al requerirse más réplicas del 
ensayo y su validación con futuras aproximaciones experimentales. Aunque el incremento de 
la dosis de la mayoría de los ligandos contribuye a la estabilidad de CbrA-ΔTM, la D-(+)-glu 
6P y el NADPH reflejan un mejor ajuste a la cinética de saturación, por lo que son buenos 
candidatos a estudiar mediante métodos de interacción directa por técnicas de calorimetría 





Capítulo 4. Estudio de la posible interacción entre distintos sistemas reguladores en 
la asimilación de carbono en P. putida 
El sistema CbrAB es un sistema global de regulación que controla múltiples rutas 
metabólicas implicadas en distintos aspectos de la fisiología bacteriana, donde es preciso una 
minuciosa cooperación entre los múltiples componentes (factores de transcripción, ARNp 
reguladores y factores sigma/ anti-sigma), para garantizar el funcionamiento adecuado de un 
determinado proceso celular. Uno de los ambiciosos objetivos de esta Tesis consiste en 
integrar todos los procesos implicados en la respuesta a una señal a través de CbrAB, e 
identificar su transmisión a nivel regulatorio a los distintos niveles. 
 Se ha demostrado que la actividad del sistema de represión catabólica Hfq/Crc,  
depende en gran manera de la capacidad que tiene CbrB de activar la expresión de los ARNs 
reguladores CrcZ y CrcY (Amador et al., 2010; Corona et al., 2018; Sonnleitner et al., 2012). 
Además, la integración de los factores sECF en cascadas de regulación de TCSs, ha podido 
definir interacciones que conllevan tanto la detección y transmisión de una señal ambiental 
como la variación en la expresión génica. En P. aeruginosa en particular, se ha descrito que 
el factor sECF SigX juega un papel esencial en el mantenimiento de la fluidez de la pared 
celular. Además un mutante sigX– está desreprimido catabólicamente y presenta niveles 
elevados de CrcZ (Fléchard et al., 2018), lo que podría estar revelando una posible interacción 
con CbrAB.  
Ante el posible solapamiento de los regulones de CbrB, Crc y SigX se planteó la 
hipótesis de que existiese de uno o varios elementos que actuasen como nexo común en una 
compleja red jerárquica de elementos reguladores. En el presente capítulo, profundizaremos 
en la conexión más cercana entre el sistema CbrAB y el complejo Hfq/Crc e iniciaremos la 
búsqueda de factores hasta ahora desconocidos que permitan esclarecer las relaciones entre 
ellos. 
 
4.4.1. El regulón de Hfq/Crc 
En condiciones de represión catabólica, la formación del complejo Hfq/Crc establece 
una jerarquía de regulación traduccional en Pseudomonas donde el complejo hexamérico 
formado por Hfq se une a sitios CA de un ARNm concreto y, Crc estabiliza esa unión 
(Sonnleitner et al., 2009; Sonnleitner & Bläsi, 2014). En ausencia de una fuente de carbono 
preferencial, se activa la asimilación de fuentes alternativas de carbono mediante la liberación 





elevados y secuestran la proteína Hfq libre, impidiendo que lleve a cado su función represora 
de la traducción de los ARNms diana (Hernández-Arranz et al., 2016). 
 
4.4.1.1. Efecto de Hfq/Crc sobre la expresión de cbrA y cbrB 
En un primer abordaje para determinar el efecto del complejo Hfq/Crc sobre los 
componentes principales del sistema Cbr, se procedió a examinar si la secuencia 
correspondiente al ARNm de cbrA y cbrB contenía secuencias de unión de Hfq/Crc 
(AAnAAnAA). Como se describió en el apartado 4.1.1 del capítulo 1, los genes cbrA y cbrB se 
localizan adyacentes en el genoma de P. putida, existiendo un solapamiento de la región 
promotora de cbrB con el extremo 3’ de la secuencia codificante de cbrA. Aunque el inicio de 
transcripción de cbrA no ha sido identificado hasta la fecha, existe un sitio de unión de Hfq/Crc 
localizado a 203 pb aguas arriba del inicio de traducción de cbrA (Figura 57).  
 
 
Figura 57. Localización de posibles sitios de unión de Hfq/Crc en las regiones promotoras de 
cbrA y cbrB. Contexto genómico de de los genes PP4694, cbrX (PP5704, morado), cbrA (PP4695, 
verde) y cbrB (PP4696, amarillo) en P. putida KT2442. En la parte inferior aparecen las regiones 
intergénicas de cbrA (izquierda) y de cbrB (derecha). La región solapante entre cbrX y cbrA está 
sombreada en azul. La A en rojo corresponde al inicio de transcripción de cbrB, las secuencias 
subrayadas corresponden a las cajas conservadas -35 y -10 de unión del factor s70, el sitio de unión de 





Sin embargo, no se ha podido localizar este tipo de secuencia en la región UTR 
(UnTranslated Region del inglés) del mensajero aguas arriba del ATG de cbrB. Esto sugiere 
que el complejo Hfq/Crc no parece ejercer un control sobre la traducción de dicho gen. 
Para demostrar el control de Hfq/Crc sobre la expresión de CbrA en distintas 
condiciones de disponibilidad de carbono, se cuantificó la actividad b-galactosidasa de una 
fusión traduccional de cbrA’-‘lacZ (plásmido pMPO1370), en un fondo silvestre KT2442 y 
mutante Δcrc (KT2442-C1) (Figura 58). 
 
 
Figura 58. Medida de la expresión in vivo de CbrA mediante fusión traduccional a lacZ en P. 
putida KT2442 y en el mutante Δcrc. Los niveles de expresión se estimaron como actividad β-
galactosidasa de una fusión traduccional de cbrA’-‘lacZ en el plásmido pMPO1370 (coord.+249) para 
los fondos silvestre (KT2442) y mutante Δcrc (KT2442-C1). Los ensayos se realizaron en medio rico 
LB (barras azules) y medio mínimo con succinato (barras rojas) u oxalacetato (barras verdes) como 
fuentes de carbono. Como control se usó el plásmido vacío pMPO200. Los valores corresponden a las 
medias y las barras de error indican las desviaciones estándar de al menos tres ensayos 
independientes. Las estrellas representan los p-values obtenido de aplicar el test de Student para 
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Como se muestra en la figura 58, la expresión de CbrA se vió modulada por la fuente 
de carbono presente. Para la estirpe silvestre, los niveles de CbrA más altos se obtuvieron en 
medio mínimo con OAA (condiciones desreprimidas), observándose una disminución de 1.7 
veces, en succinato como fuente de carbono, y de 4.4 veces en LB, condición de máxima 
represión catabólica (Figura 58). La dependencia de la expresión de una histidina quinasa en 
función de la fuente de carbono, no había sido descrita hasta la fecha.  
La cuantificación de la misma construcción en un fondo Δcrc (KT2442-C1), no reflejó 
una variación significativa en un medio mínimo con Scc u OAA ya que son condiciones de 
desrepresión, en las que la cantidad de Hfq/Crc activa es menor a causa de los mayores 
niveles de CrcZ y CrcY que la secuestran (Figura 58). No obstante, el efecto observado en LB 
fue de 2.2 veces superior en comparación al fondo silvestre, alcanzando los niveles de 
desrepresión total. Estos resultados indican que Crc está reprimiendo la expresión de cbrA en 
las condiciones de máxima represión donde los niveles de los ARNm CrcZ y CrcY son bajos 
y, por tanto, la unión de Hfq/Crc al ARNm no está limitada. 
Por otra parte, se analizó si el represor traduccional Crc ejercía algún efecto 
(probablemente indirecto al ser un represor traduccional) sobre la transcripción de cbrA y cbrB, 
únicamente en LB, la condición de máxima represión catabólica. Para ello, se cuantificó la 
actividad b-galactosidasa de fusiones transcripcionales de las regiones promotoras de cbrA y 
cbrB al lacZ, en los plásmidos pMPO1357 y pMPO1319, respectivamente, en las estirpes 
silvestre (KT2442) y mutante Δcrc (KT2442-C1) (Figura 59). 
Como se aprecia en la figura 59, la falta de Crc no generó ninguna diferencia en los 
niveles transcripcionales de cbrA y cbrB en comparación con la estirpe silvestre, tal y como 
cabría esperar dada su naturaleza de represor traduccional. Al descartarse un efecto indirecto 
de Crc sobre la transcripción de cbrA y cbrB, se estableció que Hfq/Crc estaría regulando 
post-transcripcionalmente el ARNm de cbrA, hecho que se reafirma con el hallazgo de un sitio 







Figura 59. Análisis in vivo de la expresión de cbrA y cbrB mediante fusiones transcripcionales 
a lacZ en P. putida KT2442 y en el mutante Δcrc. Los niveles de expresión se estimaron como 
actividad β-galactosidasa de una fusión transcripcional de PcbrA::lacZ en el plásmido pMPO1357 (barras 
rosas) y de PcbrB::lacZ en el plásmido pMPO1319 (barras naranjas) para los fondos silvestre (KT2442) 
y mutante Δcrc (KT2442-C1) cultivados en medio rico LB. Los valores corresponden a las medias y las 
barras de error indican las desviaciones estándar de al menos tres ensayos independientes. Las 
estrellas representan los p-values obtenido de aplicar el test de Student para muestras no pareadas 
que no suponen la misma varianza. *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p <0.005. 
 
4.4.1.2. Efecto de Crc en la expresión de crcZ, crcY y otras dianas del sistema Cbr 
Para estudiar un eventual control de Crc, probablemente de forma indirecta, sobre la 
expresión de crcZ y crcY, se ensayaron las fusiones transcripcionales PcrcZ::lacZ (plásmido 
pMPO1316) y PcrcY::lacZ (plásmido pMPO1314), en los fondos silvestre y Δcrc, en un medio 
rico LB donde la actividad de Crc es máxima. Estas construcciones contenían las regiones 
promotoras desde la posición +1 al gen lacZ dado que aguas abajo se localizaron sitios CA 
de posible unión a Hfq/Crc que secuestran al complejo.  
Como se muestra en la figura 33, con estas construcciones, la expresión de crcZ resultó 
ser 3 veces más alta para crcY en la estirpe silvestre, como se había comprobado previamente 
(apartado 4.1.3.2.2. del capítulo 1). En el fondo Δcrc, la expresión de crcZ se vió reducida 9 
veces y la de crcY 4 veces, en comparación al silvestre (Figura 60), confirmando los datos 







Figura 60. Análisis in vivo de la expresión de crcZ, crcY y PP2810 en P. putida KT2442 y en el 
fondo mutante Δcrc. Se muestra la actividad β-galactosidasa de fusiones transcripcionales de 
PcrcZ::lacZ en el plásmido pMPO1316  (barras azules), PcrcY::lacZ en el plásmido pMPO1314 (barras 
verdes) y PPP2810::lacZ en el plásmido pMPO420 (barras rojas) para los fondos silvestre (KT2442) y 
mutante Δcrc (KT2442-C1) en medio rico LB. Los valores corresponden a las medias y las barras de 
error indican las desviaciones estándar de al menos tres ensayos independientes. Las estrellas 
representan los p-values tras aplicar el test de Student para muestras no pareadas que no suponen la 
misma varianza. *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p <0.005. 
 
El efecto positivo indirecto observado de Crc sobre CrcZ y CrcY podría ser explicado 
por la participación de uno o varios elementos adicionales que regulen negativamente la 
transcripción de estos ARNs reguladores. Una posible explicación sería que Hfq/Crc podía 
estar reprimiendo la expresión de un represor transcripcional de CrcZ (Corona et al., 2018; 
García-Mauriño et al., 2013). Para verificar la existencia de un regulador adicional 
desconocido que participe en la regulación en cascada de CrcZ y CrcY, se iniciará un abordaje 
experimental en el apartado 4.4.3.  
Por último, este efecto no se observó en los niveles de expresión de otros genes diana 
de CbrB como PP2810 al presentar unos niveles basales bastante bajos con respecto a crcZ 
y crcY (Figura 60). Este hecho dificultaría la detección de una clara dependencia de Crc al ser 







4.4.2. Interacción con el factor sigma SigX  
En apartados anteriores se ha demostrado que la ausencia del represor traduccional 
Crc conlleva una disminución considerable en los niveles de CrcZ y CrcY en un medio rico 
(condiciones de represión catabólica), pero a la vez son los pequeños ARNs los que regulan 
la actividad de Crc, generándose un bucle autorregulador en ese medio. Este fenómeno 
podría implicar la participación de un elemento regulador desconocido que actúe en una 
cascada de regulación más compleja y que lleve a cabo una retroregulación del sistema. Los 
factores sigma con función extracitoplásmica (ECFs) sECF, son mecanismos de transducción 
de señales que en ocasiones interactúan con sistemas de dos componentes u otros sistemas 
de señalización (Chevalier et al., 2019). En P. aeruginosa, SigX desempeña un papel clave 
en la homeostasis de la fluidez de membrana ante un estrés de la pared celular. Además se 
ha descrito que un mutante ΔsigX en P. aeruginosa PAO1 se encuentra desreprimido 
catabólicamente y presenta altos niveles de CrcZ (Fléchard et al., 2018), lo que sugiere una 
interconexión con el sistema regulador CbrAB. Por este motivo, procedimos a estudiar esta 
posible interacción en P. putida y, en primer lugar, se evaluaron los niveles de ARNm de 
algunas dianas de CbrAB. 
 
4.4.2.1. Estudio de la expresión de crcZ en los fondos genéticos ΔsigX y 
ΔcrcΔsigX 
Basándonos en la evidencia del efecto indirecto de Crc sobre la expresión de crcZ, cabe 
esperar que la eliminación del supuesto represor de crcZ, controlado a su vez por Hfq/Crc, 
genere un efecto positivo mediante el incremento en la expresión del pequeño ARN. Para 
averiguar si en P. putida KT2442 se producía un efecto equivalente al evidenciado en P. 
aeruginosa PAO1, es decir, un incremento significativo en los niveles de CrcZ en LB en 
ausencia de SigX, se construyó un mutante de deleción ΔsigX (MPO973) mediante el sistema 
de edición de genomas bacterianos basado en la endonucleasa I-SceI (véase apartado 3.3.4. 
de materiales y métodos). Además, se construyó un mutante doble de deleción ΔcrcΔsigX 
(MPO974) siguiendo el mismo procedimiento experimental que para el mutante simple, con 
el fin de determinar la participación de Crc y su supuesta posición en la cascada de regulación 
de SigX sobre CrcZ. 
La cuantificación de los niveles de expresión de crcZ se llevó a cabo a través de ensayos 
de actividad b-galactosidasa de la fusión transcripcional PcrcZ::lacZ (plásmido pMPO1316) en 
los fondos genéticos KT2442, KT2442-C1 (Δcrc), MPO973 (ΔsigX) y MPO974 (ΔcrcΔsigX) en 







Figura 61. Niveles de expresión de crcZ en P. putida KT2442 y en los fondos Δcrc, ΔsigX y 
ΔcrcΔsigX. Medida de la actividad β–galactosidasa de la fusión transcripcional PcrcZ::lacZ (pMPO1316) 
en las estirpes KT2442 (silvestre, wt), KT2442-C1 (Δcrc), MPO973 (ΔsigX), MPO974 (ΔcrcΔsigX). Se 
monitorizó la actividad en medio LB (barras azules) y medio mínimo suplementado con succinato 
(barras rojas) u oxalacetato (barras verdes). El vector vacío pMPO234 se usó como control. Las barras 
representan las medias y las desviaciones estándar de al menos tres ensayos independientes. Las 
estrellas representan los p-values obtenido tras aplicar el test de Student para muestras no pareadas 
que no suponen la misma varianza. *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p <0.005. 
 
Como se representa en la figura 61, la expresión de crcZ se indujo 1.8 y 3.2 veces en 
succinato y OAA, respecto a LB en la estirpe silvestre KT2442. Asimismo, la reducción en LB 
de la expresión de crcZ en el fondo Δcrc fue de aproximadamente 8 veces, como ya se había 
detectado previamente ((García-Mauriño et al., 2013), Figura 60). Por otro lado, la expresión 
de crcZ en LB en el fondo ΔsigX (MPO973) aumentó 1.5 veces con respecto al silvestre en 
las mismas condiciones. Esta inducción sigue el patrón de expresión de P. aeruginosa, donde 
se ha visto que un mutante sigX se encuentra desreprimido catabólicamente (Fléchard et al., 
2018), si bien la diferencia en P. putida es inferior. Aunque los niveles de CrcZ en el mutante 
ΔcrcΔsigX (MPO974) son similares a los del mutante simple Δcrc (KT2442-C1) en un medio 
no represor como MM con Scc u OAA, en LB se observa de nuevo un incremento de 1.5 veces 
sobre los niveles cuantificados en el mutante Δcrc. Estos resultados sugieren que tanto Crc 






4.4.3. Búsqueda de elementos reguladores adicionales que interaccionan con 
CbrAB 
Con el fin de identificar un posible elemento regulador que ejerciese un control negativo 
sobre CrcZ y CrcY, a través de Crc, se hizo una mutagénesis por transposición sobre un fondo 
Δcrc, seleccionando niveles altos de CrcZ (equivalentes a los de la estirpe silvestre) en medio 
LB. Para ello, se integró una fusión PcrcZ::Sm en el sitio Tn7 del mutante KT2442-C1 (Δcrc) 
desde el plásmido pMPO1265, y se seleccionaron mutantes de inserción resistentes a Sm, y 
por lo tanto, con altos niveles de crcZ.  
Para poder estimar la concentración de estreptomicina necesaria para tener una 
selección limpia de los mutantes resistentes, se estimó en primer lugar la frecuencia de 
aparición de mutantes espontáneos al antibiótico en las estirpes silvestre, MPO536, y mutante 
Δcrc, MPO537, sobre el que se llevará a cabo la mutagénesis (apartado 3.1.5.2 de materiales 
y métodos). La frecuencia de aparición de mutantes espontáneos a estreptomicina 50 µg/mL 
fue de 10-7 ufc/mL para ambas estirpes, que consideramos suficientemente baja como para 
elegir el gen aadA que codifica a estreptomicina 3”(9) O-nucleotidil transferasa, que confiere 
resistencia a estreptomicina y espectinomicina (Fling et al., 1985), como marcador adecuado 
para la selección de mutantes resistentes por transposición. De este modo, se construyó una 
fusión transcripcional de la región promotora de crcZ al gen aadA (PcrcZ::aadA) en el plásmido 
pMPO1265 (véase apartados 3.5.6 de materiales y métodos), que permite seleccionar 
indirectamente clones con altos niveles de expresión de CrcZ mediante la resistencia 
bacteriana a concentraciones de estreptomicina superiores a la MIC establecida para el 
mutante Δcrc.  
La electroporación del plásmido pMPO1265 a P. putida KT2442 y el mutante Δcrc 
(KT2442-C1) para su inserción en el genoma en el sitio de Tn7 dio lugar a las estirpes 
MPO540 y MPO548, respectivamente. Como controles de expresión basal del plásmido se 
repitió el mismo procedimiento con el plásmido vacío, pMPO1379, generando las estirpes 
MPO536 y MPO537, respectivamente.  
Para comprobar si la integración en el cromosoma de la fusión PcrcZ:aadA confería 
resistencia a estreptomicina, se hicieron diluciones en gota de las estirpes anteriores en LB y 







Figura 62. Resistencia a estreptomicina de las estirpes silvestre (MPO540) y mutante Δcrc 
(MPO548) mediante ensayos de dilución en gota. Las estirpes silvestre MPO540 y mutante Δcrc 
MPO548 con la fusión transcripcional PcrcZ::aadA se cultivaron en medio LB hasta una A600= 0.3. Como 
controles se pusieron la estirpe silvestre MPO536 y el mutante Δcrc MPO537 con el plásmido vacío 
pMPO1379 integrado en el sitio de Tn7. Tras llevar a cabo diluciones seriadas, se sembraron en gotas 
de 10 µL en placas de LB en ausencia o presencia de diferentes concentraciones del antibiótico 
estreptomicina (25, 50 y 100 µg/mL), y se incubaron 30 ºC durante toda la noche. 
 
Como se observa en la figura 62, las estirpes MPO540 y MPO548, que contienen la 
fusión PcrcZ::aadA crecen mejor en el medio con estreptomicina que las estirpes que no tienen 
la fusión PcrcZ::aadA (MPO536 y MPO537), lo que demuestra que la resistencia adquirida a 
estreptomicina es a través de la fusión transcripcional PcrcZ::aadA en el plásmido pMPO1265. 
Sin embargo, aun llevando la construcción PcrcZ::aadA, el mutante Δcrc (MPO548) es más 
sensible que la estirpe silvestre, inhibiéndose su crecimiento a una concentración de 25 frente 
a 100 µg/mL que resiste la estirpe silvestre MPO540. Podemos interpretar de estos datos, que 
la expresión de crcZ en el fondo silvestre es superior a la del fondo Δcrc. 
Una vez comprobada que la fusión PcrcZ::aadA confiere resistencia a estreptomicina y 
nos permite estimar los niveles de expresión de CrcZ en el fondo silvestre y mutante Δcrc en 
LB, se realizaron dos mutagénesis por transposición empleando el transposón miniTn5-Km 
mediante siembra en placa a distintas concentraciones del antibiótico (véase apartado 3.3.5. 
de materiales y métodos). El escrutinio permitió estimar una frecuencia de transposición de 





ufc/mL), se estimó una cobertura de 8.5 veces el genoma de P. putida KT2442 de un tamaño 
de 6.18 Mb. A partir del número total de transpuestos (5.1 · 104 ufc/mL) y el número total de 
resistentes a Sm con el transposón (1.2 · 103 ufc/mL), se estimó una frecuencia de aparición 
de resistentes portadores del transposón miniTn5-Km de 2.3 · 10-2 ufc/mL, aproximadamente 
4 órdenes por encima de la frecuencia de aparición de mutantes espontáneos a Sm. 
Por otra parte, se obtuvieron diferentes frecuencias de resistentes en función del grado 
de resistencia a Sm de los mutantes. La frecuencia de resistentes para el rango de 
concentración de 25-50 µg/mL fue de 3.9 · 10-6 ufc/mL, para 100 µg/mL fue de 5.1 · 10-7 ufc/mL 
y para 200 µg/mL de estreptomicina fue de 6.4 · 10-8 ufc/mL.  
Finalmente, se analizó un total de 76 mutantes que resistían concentraciones de Sm 
más altas que el mutante MPO548, y de ellos un total de 31 mutantes se seleccionaron para 
identificar el sitio de integración del transposón. 
 
4.4.3.1. Localización de las inserciones en la mutagénesis por transposición 
El primer paso a realizar con los mutantes preseleccionados durante el cribado por 
dilución en gota fue la identificación del gen o genes interrumpidos por el transposón miniTn5-
Km. La amplificación y secuenciación de las regiones flanqueantes a las inserciones del 
transposón se hicieron siguiendo el método de PCR arbitraria descrita en el apartado 3.2.5. 
de materiales y métodos. Se identificaron inserciones en 22 genes diferentes de los 31 clones 
analizados. 
 
4.4.3.1.1. Clasificación de los mutantes en función de la resistencia a 
estreptomicina 
La resistencia a estreptomicina era una medida indirecta de los niveles de expresión de 
crcZ que empleamos para identificar los mutantes supresores en el fenotipo de CrcZ. El 
mapeo del sitio de inserción del transposón miniTn5-Km dio como resultado estirpes con la 
interrupción de 22 genes distintos de un total de 31 mutantes secuenciados. Algunos mutantes 
de los que se prescindieron en futuros ensayos eran redundantes ya que contenían 
inserciones en el mismo gen. 
Como primera aproximación, se procedió a clasificar los mutantes atendiendo al grado 





mutantes seleccionados mediante el método de dilución en gota (Figura 63), para validar el 










Figura 63. Clasificación de los mutantes seleccionados en función de su resistencia a 
estreptomicina mediante ensayo de dilución en gota. Las estirpes silvestre KT2442 (MPO540), 
mutante Δcrc (MPO548) con la fusión PcrcZ::aadA, y los mutantes por transposición (MPO951-MPO972) 
fueron cultivados en medio LB hasta una A600= 0.3, y sembrados mediante dilución seriada en gotas 
de 10 µL en placas de LB en ausencia o presencia de diferentes concentraciones del antibiótico 
estreptomicina (50, 100 y 200 µg/mL). Mutantes resistentes a 200 µg/mL (A), a 100 µg/mL (B), a 50 
µg/mL (C) y por debajo de 50 µg/mL (D). La imagen corresponde a un ensayo representativo de al 
menos tres réplicas biológicas realizadas. 
 
Nuevamente, el organismo silvestre (MPO540) resistió concentraciones más elevadas 
que todas las estirpes Δcrc en estudio, concretamente algunas colonias hasta 100 µg/mL 
suponiendo 4 veces por encima de la concentración de Sm a la que creció el mutante Δcrc 
(MPO548). El crecimiento del mutante Δcrc se inhibió a 50 µg/mL (Figura 63) y sólo fue capaz 
de resistir hasta 25 µg/mL, significativamente inferior a la cepa silvestre tal y como se 
determinó con anterioridad (Figura 62). La diferencia tan amplia entre las concentraciones de 
Sm tolerables por la cepa silvestre y el mutanet Δcrc ofrece la oportunidad de obtener 
mutantes con diferentes grados de supresión del fenotipo lo que podría ayudar a identificar 
distintos elementos en la ruta de regulación de CrcZ. 
La figura 63 muestra que todos los mutantes resisten concentraciones de Sm superiores 
a la tolerable por la estirpe Δcrc, y por lo tanto deben presentar niveles de CrcZ más elevados. 
El cálculo de la máxima concentración a la que eran resistentes cada fondo genético permitió 
distinguir cuatro categorías de resistencia a Sm por encima de la estimada para el mutante 
Δcrc, MPO548, (25 µg/mL): 200 µg/mL, 100 µg/mL, 50 µg/mL y <50 µg/mL. 
De los 22 mutantes seleccionados en la mutagénesis dada su resistencia en un intervalo 
de 25-200 µg/mL de Sm, la mayoría de ellos crecieron en un rango máximo de 100 y 200 
µg/mL de estreoptomicina (Figura 63 B y C). Esta concentración se encuentra por encima de 
los valores tolerables de la estirpe silvestre (100 µg/mL) y mutante Δcrc (25 µg/mL) y, por lo 
tanto, se confirman que están desreprimidos. Aquellos mutantes resistentes a 
concentraciones de Sm superiores al organismo silvestre podrían presentar genes 
interrumpidos implicados en otros procesos diferentes a la regulación de crcZ mientras que, 
los que más se aproximen al valor de la cepa silvestre, serían los candidatos que con mayor 
probabilidad intervengan en la ruta de regulación de CrcZ a través de Crc. 
En la primera categoría se agruparon los mutantes MPO957 (PP2034), MPO958 (nuoH), 
MPO959 (nuoC), MPO961 (cyoC), MPO954 (cyoA), MPO962 (metH), MPO951 (mnmG) y 





significativamente superior a las cepas parentales, de modo que el valor de la MIC estimada 
posiblemente será superior a dicha concentración (Figura 63 A). 
Próximos a la concentración de Sm en la que el organismo silvestre es resistente, 
entorno a 100 µg/mL, destacaron los mutantes MPO960 (vacB), MPO953 (PP2379), MPO955 
(yhhJ), MPO956 (aceA), MPO963 (maf), MPO964 (rsmE) y MPO965 (nuoN) (Figura 63 B).  
Con una resistencia a Sm de 50 µg/mL se obtuvieron las estirpes MPO952 (nuoB), 
MPO970 (trpC), MPO971 (nuoK), MPO966 (PP0906), MPO967 (PP0896) y MPO968 (dacA) 
(Figura 63 C). 
 Por último, sólo el mutante MPO969 (pykA) no creció a 50 µg/mL de estreptomicina 
mostrando una ligera supresión del fenotipo de la ausencia de Crc, aunque sin recuperar 
completamente el fenotipo silvestre (Figura 63 D).  
 
4.4.3.1.2. Clasificación funcional de los mutantes por transposición 
Los 22 mutantes por transposición seleccionados se clasificaron además atendiendo a 
la función del gen interrumpido por el transposón. Las categorías fueron: transporte de 
electrones y cadena respiratoria, transporte de membrana, pared celular, metabolismo central, 
metabolismo de aminoácidos, degradación de compuestos orgánicos y procesamiento de 
ARN (Anexo I). 
a. Transporte de electrones y cadena respiratoria: Son aquellos mutantes que 
presentaron inserciones en los genes nuo, cyo o en PP2379. Los mutantes MPO952, 
MPO959, MPO958, MPO971 y MPO965 tenían inserciones del transposón en las 
posiciones 4656887, 4659316, 4664264, 4666056 y 4669731 del genoma de P. 
putida KT2442, respectivamente. Estas inserciones se localizaban dentro de los 
genes nuoB (PP4120), nuoE (PP4121), nuoH (PP4125), nuoK (PP4128) y nuoN 
(PP4131), que codifican a las subunidades B, E, H, K y N de la enzima NADH quinona 
oxidoreductasa. Se mapearon otros dos mutantes y presentaron de nuevo 
inserciones en el nuoB (posición 4656867) y en el gen nuoH (posición 4663958), 
respectivamente (Anexo I). El operón nuoABCEFGHIJKLMN codifica a uno de los 
componentes principales de la cadena respiratoria, la enzima NADH quinona 
oxidoreductasa también conocida como NADH deshidrogenasa. Homóloga al 
complejo I mitocondrial, se ha descrito que este complejo enzimático es responsable 
de la translocación de protones (H+) a través de la membrana acoplado al transporte 





2010; Schulte et al., 2014). Por otra parte, las inserciones en los mutantes MPO954 
y MPO961 se localizaron en las posiciones 951035 y 953761 del genoma, dentro de 
los genes cyoA (PP0812) y cyoC (PP0814), que codifican a las subunidades II y III 
de la enzima citocromo bo3 oxidasa (Anexo I). Ambos genes constituyen una unidad 
policistrónica (cyoABCDE) junto a los genes cyoB y cyoD, que codifican a las 
subunidades I y IV del mismo complejo enzimático, y cyoE, que codifica a la enzima 
hemo O sintasa, esencial en establecer el núcleo catalítico (hemo O-cobre) para la 
reducción del O2 a H2O en la cadena respiratoria (Arai, 2011; Ugidos et al., 2008). A 
diferencia de las estirpes anteriores, el mutante MPO953 presenta la inserción en la 
región intergénica entre los genes nfuA y PP2379, en la posición 2719590. El gen 
PP2379 está anotado como proteína de la familia Sco1/SenC implicada en el 
ensamblaje del núcleo catalítico de la citocromo oxidasa terminal tipo aa3 (Banci et 
al., 2011). 
b. Transportadores de membrana: Los mutantes MPO957, MPO955 y MPO966 
presentaron inserciones en las posiciones 2312645, 5940677 y 1048321 ubicadas 
en los genes PP2034, yhhJ (PP5208) y PP0906 que codifican a proteínas 
transportadoras tipo MSF, ABC o RND, respectivamente (Anexo I). Las proteínas tipo 
MSF representan el grupo más amplio de transportadores secundarios que 
transportan pequeñas sustancias a través de la membrana acoplado a un gradiente 
electroquímico (Kumar et al., 2013; Yan, 2015). Aunque normalmente los 
transportadores tipo ABC intervienen en la absorción nutricional en un proceso 
dependiente energéticamente, también están relacionados con la traducción de 
señales, secreción de proteínas, resistencia a antibióticos, esporulación y virulencia 
(Locher, 2009; Szakács et al., 2008). Los transportadores tipo RND son las 
principales bombas de extrusión con una gran especificidad de sustrato que exportan 
componentes tóxicos para la célula (Vargiu et al., 2016; Yamaguchi et al., 2015). 
c. Pared y división celular: En esta categoría se incluyeron mutantes en genes 
relacionados con la integridad de la pared celular. El mutante MPO968 presenta la 
inserción en la posición 5465701 que corresponde al gen dacA (PP4803), que 
codifica la enzima D-alanil D-alanina carboxipeptidasa, también conocida como 
proteína de unión a penicilina (PBP5) (Anexo I). Esta proteína desempeña un papel 
esencial en la biosíntesis de peptidoglicano (Ghosh et al., 2008; Yang et al., 2018). 
Por otra parte, la estirpe MPO963 contiene la inserción en la posición 1078603 en el 
gen maf (PP0936) cuyo producto génico comparte un 52 % de identidad con YhdE 
de E. coli, proteína partícipe en la detención de la división celular tras la formación 





mreBCD asociado al mantenimiento de la forma bacilar, el establecimiento de la 
polaridad celular y la síntesis de la pared celular y, aguas abajo de maf se encuentra 
el gen rng, que codifica a la ribonucleasa RNasa E que regula a proteínas implicadas 
en la formación del septum y la división celular. 
d. Metabolismo central: Los mutantes MPO969 y MPO956 portan inserciones de 
miniTn5-Km en las posiciones 1551748 y en la posición 4653975 dentro de los genes 
pykA (PP1362) y aceA (PP4116), respectivamente (Anexo I). La enzima piruvato 
quinasa II (PYK), codificada por el gen pykA, participa en el metabolismo del piruvato 
mientras que la enzima isocitrato liasa (ICL), codificada por aceA, actúa en el primer 
paso de la reacción anaplerótica del ciclo del glioxilato. 
e. Metabolismo de aminoácidos: Los mutantes MPO970 y MPO962 contienen 
inserciones en los genes trpC (PP0422), en la posición 511358, y metH (PP2375), 
en la posición 2713404 del genoma (Anexo I). El operón trpGDC participa en la 
biosíntesis de triptófano donde la enzima indol 3-glicerol fosfato sintasa, producto del 
gen trpC, cataliza el penúltimo paso de dicha ruta. En cambio, la enzima metionina 
sintetasa dependiente de cobalamina, codificada por el gen metH, está involucrada 
en la síntesis de los aminoácidos azufrados metionina y cisteína. 
f. Catabolismo de compuestos orgánicos aromáticos y determinados compuestos 
nitrogenados: La estirpe MPO972 presenta interrumpido el gen gllC (PP2514) en la 
posición 2861777 que codifica al ácido 4-carboxi-4-hidroxi-2-oxoadípico aldolasa 
(CHA), enzima del catabolismo del ácido gálico. Por otra parte, el mutante MPO967 
contiene la inserción de miniTn5-Km en el gen PP0896, concretamente en la posición 
1037801 del genoma (Anexo I). En las bases de datos viene anotado como una 
proteína de la familia de las hidrolasas cuyo grupo de ortólogos, las nitrilasas, están 
destinadas a la reducción de compuestos nitrogenados y la producción de amoníaco. 
g. Procesamiento de ARN: Las estirpes MPO951, MPO960 y MPO964 contienen 
inserciones en los genes mnmG o trmF (PP0004) (posición 2608), vacB o rnr 
(PP4880) (posición 5547386) y rsmE (PP4985) (posición 5680436), respectivamente 
(Anexo I). Estos genes codifican actividades que permiten la adición de un grupo 5-
carboximetilaminometilo (cmnm) a la uridina de la posición oscilante (wobble position) 
de ciertos ARNts por parte de la enzima GidA, la degradación directa de 
determinados ARNms llevada a cabo por la ARNasa R y la mejora de la estabilidad 







4.4.3.2. Caracterización fenotípica de los mutantes supresores por transposición 
El mapeo de los puntos de inserción del transposón miniTn5-Km en el genoma del 
mutante crc permitió seleccionar un total de 22 mutantes que manifestaban un fenotipo de 
resistencia a estreptomicina similar al organismo silvestre KT2442 sugiriendo una supresión 
del fenotipo de la deleción de crc sobre la expresión de CrcZ. Partiendo de esta premisa, se 
procedió a una caracterización preliminar de dichos mutantes en los que se estimará la 
concentración mínima inhibitoria en medio líquido, se evaluará el estado energético y redox 
de cada mutante a través de la cuantificación de determinados cofactores indicativos y, por 
último, se comprobará la correlación del incremento en la resistencia al antibiótico 
estreptomicina con el aumento de la expresión de CrcZ.  
 
4.4.3.2.1. Estimación de la concentración mínima inhibitoria de los mutantes 
supresores  
El escrutinio de mutantes resistentes a estreptomicina por el método de dilución en gota 
permitió validar, de forma semi-cuantitativa, la selección durante la mutagénesis de las 22 
estirpes seleccionados. Sin embargo, para estimar de forma más precisa la resistencia al 
antibiótico (e indirectamente la expresión de crcZ), se determinó de forma exacta la MIC de 
cultivo planctónico de los candidatos en placas multipocillos, según recomiendan los 
manuales de toxicología ((Wiegand et al., 2008), y apartado 3.1.5.1.2 de materiales y 
métodos). En los casos en los que hubiese polaridad de la inserción sobre los genes distales 
pertenecientes a un mismo operón, se ensayaron los mutantes con la inserción del transposón 
en genes ubicados en una posición aguas arriba de la misma unidad transcripcional. Además, 








Figura 64. Determinación de la concentración mínima inhibitoria a estreptomicina de los 
mutantes seleccionados. Las barras verticales representan el valor de la concentración mínima 
inhibitoria (MIC) a estreptomicina para la estirpe silvestre P. putida KT2442 (MPO540), mutante Δcrc 
(MPO548) y los diferentes mutantes por transposición (MPO951, MPO952, MPO953, MPO954, 
MPO955, MPO956, MPO957, MPO958, MPO960, MPO962, MPO963, MPO964, MPO966, MPO967 
MPO968, MPO969, MPO970, MPO972). Los genes interrumpidos por el transposón miniTn5-Km se 
resaltan en azul. Los valores corresponden a las medias y las barras de error indican las desviaciones 
estándar de al menos dos ensayos independientes. Los rombos azules localizados sobre las barras 
verticales indican el valor de la concentración máxima de Sm a la que crecieron los mutantes, testada 
a través del método de dilución en gota.  
 
Las estirpes silvestre MPO540 y mutante Δcrc MPO548 no crecieron a concentraciones 
de Sm por encima de 100 µg/mL y 25 µg/mL, respectivamente, lo cual se corresponde con el 
ensayo previo de dilución en gota (Figuras 62, 63 y 64). Los valores de la MIC determinados 
por este método coincidieron en rango con los determinados por dilución en gota para seis de 
las estirpes ensayadas (Figura 64): MPO951 (mnmG) a 200 µg/mL, MPO952 (nuoB) a 50 
µg/mL, MPO963 (maf) a 100 µg/mL, MPO964 (rsmE) a 100 µg/mL, MPO966 (PP0906) a 50 
µg/mL y MPO969 (pykA) a 25 µg/mL. 
En siete estirpes, el rango del valor de la MIC difirió sutilmente del valor estimado por el 
método de dilución en gota, probablemente a consecuencia del mayor efecto de difusión del 
agente antimicrobiano en el medio líquido. Estas estirpes fueron MPO953 (PP2379) y 





(PP2034) a ~300 µg/mL, MPO967 (PP0896) a 100 µg/mL y MPO968 (dacA) a 70 µg/mL. 
Sorprendentemente, en la estirpe MPO954 (cyoA) la MIC superó en 4 veces la concentración 
máxima de Sm tolerable en medio sólido estimada por el método de dilución en gota, 
alcanzando un valor de 800 µg/mL (Figura 64).  
Por otro lado, el valor de la MIC resultó ser inferior al determinado por el ensayo de 
dilución en gota para cinco de los transpuestos, MPO958 (nuoH) con una MIC de 150 µg/mL, 
MPO960 (vacB) a 75 µg/mL, MPO962 (metH) y MPO972 (gllC) a 37.5 µg/mL y MPO970 (trpC) 
a 25 µg/mL. 
 
4.4.3.2.2. Estudio del estado redox y energético de los mutantes supresores 
mediante HPLC 
En los últimos años, diversos estudios han contribuido a describir determinadas 
características fenotípicas de un mutante deficiente en Crc como la susceptibilidad a estrés 
oxidativo y la alteración en los balances redox a nivel de los nucleótidos de piridina (Corona 
et al., 2019). El desequilibrio metabólico y el constante estrés oxidativo endógeno al que está 
sometido el mutante Δcrc se evidencia con la modificación de la actividad enzimática de Zwf 
(glucosa 6-P deshidrogenasa) y Edd/Edda (6-fosfogluconato deshidratasa / 2-deshidro-3-
desoxigluconato-6-P aldolasa), enzimas fuertemente reprimidas por Crc (Corona et al., 2018). 
La superproducción de estas enzimas influye en gran medida en la producción de NADPH, 
un cofactor esencial para los sistemas de desintoxicación involucrados en la defensa contra 
el estrés oxidativo y procesos biosintéticos. 
Otro modo de asociar un fenotipo al efecto de una doble mutación en el fondo Δcrc como 
consecuencia de la inserción del transposón miniTn5-Km en los genes mnmG, nuoB, PP2379, 
cyoA, yhhJ y aceA, consistió en analizar el estado redox y energético en condiciones de 
represión catabólica. Se cuantificó la concentración de los distintos nucleótidos de piridina que 
participan en procesos de óxidorreducción como NAD+, NADH, NADP+ y NADPH y los 
cofactores ATP y ADP mediante cromatografía líquida de alta eficacia (High Performance 
Liquid Chromatography) (véase apartado 3.9.1. de materiales y métodos). Estos seis 
mutantes se seleccionaron como representantes de categorías en las que Crc pudiera estar 
regulando determinados procesos biológicos como el estado energético celular a través de la 
cadena respiratoria y el transporte de electrones (mutantes MPO952 (nuoB), MPO953 
(PP2379) y MPO954 (cyoA)), transporte de membrana (mutante MPO955 (yhhJ)), 








Figura 65. Balances redox y energético de los mutantes resistentes a estreptomicina. Los 
balances redox (A) y energético (B) se determinaron a partir de concentraciones intracelulares 
absolutas de los nucleótidos de piridina NADH y NAD+ (izquierda), NADPH y NADP+ (centro) y de los 
cofactores ATP y ADP (derecha). Todos los cofactores nucleotídicos se estimaron en cultivos en fase 
exponencial del organismo silvestre MPO540 (wt), mutante Δcrc (MPO548) y los distintos mutantes 
resistentes a Sm MPO951, MPO952, MPO953, MPO954, MPO955 y MPO956. Los genes 
interrumpidos por el transposón miniTn5-Km se resaltan en azul.  
 
Los resultados preliminares correspondientes a los balances redox NADH/NAD+ y 
NADPH/NADP+ y del balance energético (ATP/ADP) en la estirpe silvestre, mutante Δcrc y 
mutantes resistentes a Sm se representan en la figura 65. La principal diferencia destacable 
es el incremento de 2.9 veces en la relación NADH/NAD+ en un mutante carente de Crc con 
respecto a la cepa parental. Por el contrario, los valores de los cocientes NADPH/NADP+ y 
ATP/ADP fueron similares entre la estirpe silvestre MPO540 y el mutante Δcrc, MPO548. 
Los balances NADH/NAD+ calculados en los mutantes MPO952 (nuoB), MPO953 
(PP2379) y MPO954 (cyoA), superaron 1.5, 2 y 2.3 veces, respectivamente, al de la cepa 
Δcrc. Por el contrario, el valor registrado para el fondo MPO955 fue equivalente al mutante 
MPO548 mientras que los mutantes MPO951 (mnmG) y MPO956 (aceA) descendieron del 
orden de 5.1 y 1.4 veces, respectivamente. Cuando se analizaron los balances de los 
nucleótidos NADPH/NADP+, los valores obtenidos se mantuvieron similares en todas las 
estirpes estudiadas si tenemos en cuenta el rango de la escala.  
El contenido en energía estimado como la relación ATP/ADP no se vio alterado en 
ninguna de las estirpes oscilando sus valores entre 0.39 y 0.5. Esta ausencia de variación 
indicaría que las respectivas mutaciones en los genes mnmG, nuoB, PP2379, cyoA, yhhJ y 





flujos metabólicos sin que se modifique la cantidad de ATP intracelular. En cualquier caso, la 
ausencia de réplicas experimentales imposibilita obtener conclusiones claras y, por tanto, los 
datos aportados por este estudio deben considerarse muy preliminares. 
 
4.4.3.2.3. Medida de la expresión de crcZ en los mutantes supresores  
El método indirecto de discernir variaciones en la expresión de CrcZ, como 
consecuencia de la supresión del efecto de la deleción de crc sobre dicho ARN regulador, 
consistió en medir la tolerancia al antibiótico estreptomicina mediante la fusión transcripcional 
PcrcZ::aadA integrada en el genoma del mutante Δcrc. Para comprobar la correlación entre el 
incremento de expresión de crcZ y el fenotipo de resistencia a Sm, se cuantificaron los niveles 
de crcZ mediante RT-qPCR y ensayo de actividad β-galactosidasa en condiciones de 
represión catabólica (LB) (Figura 66). 
 
 
Figura 66. Medida de la expresión de crcZ en los mutantes resistentes a estreptomicina. La 
cuantificación de los niveles de expresión de crcZ en LB en la estirpe silvestre (MPO540, wt), mutante 
crc- (MPO548, Δcrc) y mutantes resistentes a Sm MPO951 (mnmG), MPO952 (nuoB), MPO953 
(PP2379), MPO954 (cyoA), MPO955 (yhhJ) y MPO956 (aceA) se realizó mediante RT-qPCR 
(izquierda) y mediante ensayo de actividad β-galactosidasa (derecha). Para el ensayo de RT-qPCR se 
empleó la pareja de oligonucleótidos crcZ49-1Q/ crcZ99-2Q y en el ensayo de actividad β-galactosidasa 
se utilizó la fusión transcripcional PcrcZ::lacZ contenida en el plásmido pMPO1284. Como control en el 
ensayo de actividad β-galactosidasa se usó el plásmido vacío pMPO234. Los valores corresponden a 
las medias y las barras de error indican las desviaciones estándar de al menos tres ensayos 
independientes. Las estrellas representan los p-values obtenido de aplicar el test de Student para 





La cuantificación de la cantidad de transcrito de crcZ total mediante RT-qPCR con los 
oligonucleótidos crcZ49-1Q y crcZ99-2Q, que hibridan en la región codificante de dicho gen, 
mostró una reducción de 59 veces en el fondo Δcrc (MPO548) en comparación con el silvestre 
MPO540 (Figura 66), como se había descrito previamente (Figura 60, (García-Mauriño et al., 
2013)). Sin embargo, y de forma sorprendente, la cuantificación del ARNm de CrcZ en todos 
los mutantes resistentes a estreptomicina (incluidos mutantes no mostrados en la figura 66), 
mostró niveles similarmente bajos de expresión que la estirpe parental Δcrc (MPO548) sin 
incrementarse por encima de las 5 · 103 Unidades Miller. La falta de concordancia en los 
resultados obtenidos, dado que estos mutantes resisten concentraciones elevadas de 
estreptomicina, y esperábamos altos niveles de expresión de CrcZ, nos llevó a ensayar los 
niveles mediante la actividad β-galactosidasa de una fusión PcrcZ::lacZ, para descartar si la 
estabilidad del transcrito estuviera siendo comprometida por algún factor desconocido. De 
este modo, se conjugó a todos los fondos genéticos la fusión transcripcional PcrcZ::lacZ del 
plásmido pMPO1284 (equivalente a pMPO1316 excepto por el marcador de selección, véase 
apartado 3.4.6. de materiales y métodos). Los resultados aportados por este ensayo 
reprodujeron exactamente los patrones de expresión obtenidos por RT-qPCR. Esto confirma 
que la capacidad de estos mutantes para resistir al antibiótico estreptomicina, no está 
relacionada con los niveles altos de CrcZ. La inserción del transposón, por lo tanto, no parece 
tener que ver con una interferencia con el mecanismo regulador mediado por CbrB, Crc o 
CrcZ/CrcY, sino con una alteración funcional que tenga como consecuencia un nivel 




















El sistema CbrAB es exclusivo de algunos géneros de la familia Pseudomonaceae 
(Pseudomonas y Azotobacter) en los que se encuentra altamente conservado, y constituye 
un sistema de control global del metabolismo bacteriano que integra, no sólo la asimilación 
jerárquica de diversas fuentes de carbono, sino también la regulación de otros procesos 
complejos que le permiten a la bacteria una rápida adaptación a condiciones ambientales 
cambiantes. Además el sistema CbrAB actúa de forma coordinada con otros sistemas 
reguladores como el sistema de control por nitrógeno NtrBC, en la asimilación de algunos 
aminoácidos como arginina, histidina y prolina (Amador et al., 2010; Li & Lu, 2007; Nishijyo et 
al., 2001; Zhang et al., 2015; Zhang & Rainey, 2008). Por último, también controla la actividad 
del sistema de represión catabólica a través del complejo Hfq/Crc (La Rosa et al., 2015; 
Quiroz-Rocha et al., 2017a; Sonnleitner et al., 2012). Todo esto indica que se encuentra 
formando parte de una gran cascada regulatoria que controla un abundante y diverso número 
de procesos metabólicos, y que, con toda probabilidad, lo hace en un punto elevado de esa 
jerarquía reguladora, confiriendo un efecto muy pleiotrópico en la fisiología de la bacteria.  
El mecanismo de regulación transcripcional del TCS CbrAB ha sido caracterizado en 
profundidad en nuestro y otros laboratorios mediante abordajes –ómicos o bien moleculares 
sobre ciertas dianas en particular, como crcZ, crcY y PP2810 (Abdou et al., 2011; Amador et 
al., 2010, 2016; Barroso et al., 2018; García-Mauriño et al., 2013; La Rosa et al., 2016; 
Sonnleitner et al., 2009; Valentini et al., 2014). Sin embargo, se tiene muy limitada información 
sobre el papel de la histidina quinasa CbrA en la recepción y transmisión de la posible señal 
inductora del sistema, que no ha sido identificada hasta la fecha. La organización estructural 
de CbrA supone además una característica peculiar entre las proteínas sensoras de los TCS, 
ya que posee un dominio que actúa como  transportador de membrana físicamente vinculado 
a los dominios PAS y autoquinasa de la proteína, lo que la convierte en un novedoso e 
interesante grupo de HK (Korycinski et al., 2015; Sepulveda & Lupas, 2017). 
En esta Tesis Doctoral se ha estudiado el control de la expresión génica de cbrA, el 
papel de sus dominios en la detección de la señal y la activación del sistema Cbr y su 
interconexión con otros sistemas de regulación. 
 
5.1. El acoplamiento traduccional de cbrX sobre cbrA-cbrB 
En este trabajo se ha localizado e identificado la pauta abierta de lectura cbrX, que se 
encuentra aguas arriba del locus cbrA-cbrB, y que codifica un pequeño péptido de 58 
aminoácidos. El análisis comparativo de las secuencias entre diferentes especies de los 





por lo que se le presupone una función biológica. A pesar de la elevada similitud de secuencia 
no se han encontrado en otros sistemas parálogos con función definida que pudieran aportar 
indicios sobre la función específica del péptido. 
Los genes cbrX y cbrA se cotranscriben en una misma unidad transcripcional en la que 
cbrX dirige la traducción de CbrA mediante un mecanismo de acoplamiento traduccional 
(Figuras 27 y 39). El acoplamiento traduccional implica una dependencia de la eficiencia de 
la traducción de genes adyacentes que estén codificados en un ARNm policistrónico, de modo  
que la traducción de un gen distal depende de la traducción previa del gen situado 
inmediatamente aguas arriba (McCarthy & Gualerzi, 1990). Este mecanismo se ha descrito, 
por ejemplo, en procesos que han evolucionado hacia el mantenimiento de una correcta 
estequiometría entre los productos génicos correspondientes, como es el caso del operón 
nifLA que regula la fijación de nitrógeno en Klebsiella pneumoniae. El acoplamiento 
traduccional de dicho operón garantiza una estequiometría 1:1 de las dos proteínas 
reguladoras gracias a un mecanismo de reiniciación (Termination-Reiniciation) en el que los 
ribosomas destinados a traducir nifL reinician la traducción en la región de inicio de traducción 
de nifA (Govantes et al., 1998, 1996). En tales casos, se inhibe la traducción independiente 
del gen distal, siendo la traducción del gen proximal la que libera dicha inhibición. Se ha 
descrito que el acoplamiento traduccional controla procesos de diversa naturaleza como la 
expresión de operones metabólicos (Govantes et al., 1998; Little et al., 1989; Oppenheim & 
Yanofsky, 1980; Rex et al., 1994; Schumperli et al., 1982), genes que codifican proteínas 
ribosómicas (Baughman & Nomura, 1983) o genes reguladores (Dubytska, 2019), procesos 
de quimiotaxis (Løvdok et al., 2009) o la expresión del sensor EnvZ del sistema de dos 
componentes EnvZ/OmpR (Liljestrom et al., 1988), que podría ser equivalente a CbrA.  
En bacterias, por lo general, el inicio de la traducción de genes pertenecientes un ARNm 
policistrónico, tiene lugar de manera independiente, y la eficiencia del proceso depende de la 
región de iniciación de la traducción (TIR, Translational Initiation Region en inglés) (Huber et 
al., 2019; Quax et al., 2013). En algunos sistemas, la TIR de un gen aguas abajo está 
contenida y ocluida en una estructura secundaria en el ARNm, que se libera tras la traducción 
del gen distal. En otros casos, los bajos niveles de traducción independiente del gen proximal 
son consecuencia de una TIR poco conservada en secuencia. En el caso de cbrA, su 
secuencia Shine-Dalgarno se aleja de la secuencia consenso (Figura 25) y además está 
ocluida en una estructura secundaria (Figura 28). El hecho de que un péptido CbrX con la 
secuencia Nt intacta, pero con secuencia aguas abajo diferente (mutación -1+1 en 





extremo Ct, confirma que no es la función del péptido resultante de la traducción sino su 
traducción per se lo que permite la traducción de cbrA (Figura 39). 
Tanto crcZ como crcY se inducen rápidamente en condiciones represoras (LB), 
presentando niveles basales relativamente altos (Figura 34 A y B), en comparación con 
PP2810 que se encuentra reprimido en esas condiciones (Figura 34 C), y se activa de forma 
gradual a medida que las fuentes de carbono son menos represoras. Esto indica que PP2810 
requiere cantidades de CbrB activo (fosforilado) más altas para su completa activación 
transcripcional. La alta capacidad de discriminación de la fuente de carbono de PP2810, 
supone una ventaja para el estudio de procesos donde sea necesario detectar cambios sutiles 
en la actividad de CbrAB. No obstante, y salvando estas diferencias cuantitativas, el patrón 
de activación en cuanto a la jerarquía de inducción en función de la fuente de carbono, fue 
equivalente para los tres genes diana, crcZ, crcY y PP2810. 
Por otro lado, aunque el acoplamiento traduccional de cbrX y cbrA resuelve la 
obstrucción de la Shine-Dalgarno de cbrA y permite la reiniciación de la traducción, se observa 
que las diferentes mutaciones en la secuencia de cbrX que reducen la expresión de cbrA no 
alteran la activación mediada por el sistema Cbr, medida como expresión de crcZ (Figura 41). 
Esto parece indicar que los niveles basales de CbrA fosforilado son suficientes para fosforilar 
a CbrB, y promover así una activación eficiente de al menos aquellos genes diana que 
precisen poca cantidad de CbrB activo, como es el caso de crcZ.  
 
5.2. El papel de CbrAB en la fisiología de Pseudomonas 
El sistema CbrAB fue inicialmente descrito en P. aeruginosa como un sistema de 
regulación de la asimilación de distintos aminoácidos como fuente de carbono y/o nitrógeno 
(Moreno et al., 2009a; Rojo, 2010; Valentini et al., 2014). En distintas especies de 
Pseudomonas, la deleción de cbrA o cbrB generó estirpes con un marcado fenotipo de 
deficiencia en el crecimiento en determinadas fuentes de carbono (como arginina, histidina, 
prolina y citrato) y otros fenotipos no relacionados como tolerancia a estrés, resistencia a 
antibióticos o metales pesados, o quimiotaxis (Amador et al., 2010; Filiatrault et al., 2013; Li & 
Lu, 2007; Nishijyo et al., 2001; Yeung et al., 2011; Zhang & Rainey, 2008). Además, se ha 
descrito que la utilización de histidina, que puede ser utilizado como fuente de carbono o de 
nitrógeno en función de la presencia de otros nutrientes, está sometida a un control dual por 
parte de los sistemas CbrAB y NtrBC (Amador et al., 2010, 2016; Zhang & Rainey, 2008).  
En los géneros Pseudomonas y Azotobacter, el proceso de represión catabólica 





carbono en función de su disponibilidad en el medio (Corona et al., 2018; La Rosa et al., 2016; 
Martínez-Valenzuela et al., 2018; Moreno et al., 2015; Quiroz-Rocha et al., 2017b; Rojo, 2010; 
Sonnleitner & Bläsi, 2014; Sonnleitner et al., 2012). Este proceso facilita una asimilación 
jerárquica de diversas fuentes de carbono priorizando aquellas que aportan un crecimiento 
eficiente y reprimiendo el catabolismo de otras fuentes de carbono que son energéticamente 
desfavorables (Görke & Stülke, 2008). A diferencia de otras bacterias como E. coli o B. subtilis, 
el succinato es una fuente de carbono represora en P. putida (la más represora después de 
LB) (Hester, et al., 2000a, b; Valentini et al., 2014) que le permite crecer casi tan rápidamente 
como en un medio rico (Figura 32). Dado que la actividad de Crc está directamente controlada 
a través de la cantidad de ARNs reguladores (CrcZ/CrcY), podemos inferir que la actividad 
del TCS CbrAB es quien en gran manera dirige el proceso de represión catabólica en la 
bacteria. 
En P. putida, la deleción del locus cbrX-cbrA generó un mutante con severas 
deficiencias en el crecimiento en medio mínimo suplementado con diversas fuentes de 
carbono (succinato, citrato, histidina y glucosa), siendo incapaz de utilizar citrato e histidina 
como fuentes de carbono. Por otra parte, la complementación del mutante ΔcbrXA con una 
copia silvestre en el locus original del cromosoma restableció la capacidad de asimilar estas 
fuentes de carbono. Es de destacar que este marcado fenotipo es equivalente al 
comportamiento descrito en un mutante ΔcbrB, por lo que es probable que ésta sea la única 
vía de asimilación. 
En el desarrollo de esta Tesis, se ha analizado también la participación de CbrA en otros 
procesos con fenotipos descritos para un mutante ΔcbrB, como la movilidad por swimming 
donde el flagelo constituye el principal órgano de propulsión. P. putida experimenta una 
eficiente adaptación quimiotáctica en la colonización de diversos nichos ecológicos gracias a 
la versátil modificación de su metabolismo y fisiología. La movilidad le garantiza el acceso a 
los nutrientes, evita la presencia de compuestos tóxicos y le permite dispersarse en el medio 
ambiente. La movilidad por swimming de un mutante ΔcbrXA se encuentra reducida en un 
grado similar al observado para un mutante ΔcbrB (Figura 36), donde la presencia de flagelos 
abundantes y aparentemente funcionales descartó que pudiera deberse a la limitación de los 
mismos (Amador et al., 2010). Hay que tener en cuenta que la alteración en la movilidad 
bacteriana podría relacionarse directamente con la carencia de los genes cbrA y cbrB, pero 
teniendo en cuenta que los mutantes Cbr están afectados en el consumo de algunos 
nutrientes, su defecto podría alterar indirectamente la quimiotaxis, ya que se establece un 
gradiente de concentración de los nutrientes del medio conforme la bacteria los va 





desencadenaría una respuesta quimiotáctica regulada por una cascada de fosforilación que 
ha sido ampliamente caracterizada en E. coli y S. typhimurium. En estos organismos, los 
nutrientes del medio son detectados por quimiorreceptores de membrana (MPCs) que a su 
vez modulan la actividad de la HK CheA a través de la vinculación con CheW y, por 
consiguiente, la fosfotransferencia al RR CheY que se une al motor flagelar provocando un 
cambio en la dirección del swimming hacia zonas con abundancia de nutrientes (Hazelbauer 
et al., 2008; Parkinson et al., 2015; Wadhams & Armitage, 2004). 
En cualquier caso, estudios de transcriptómica comparativa entre un mutante deficiente 
en cbrB, el mutante ΔntrC y el correspondiente doble mutante, mostraron una expresión 
diferencial de genes que codifican a proteínas involucradas en quimiotaxis (McpH (PP_0320), 
McpG (PP_1371) y la proteína con dominio CheW (PP_4333)) y otras en formación de biofilm 
como adhesinas (LapF), proteínas de exportación de exopolisacáridos (PP3126 y PP3128) y 
proteínas con dominios GGDEF (PP3932) (Amador et al., 2010). Estos resultados sugieren 
que existe un cross-talk entre los TCS CbrAB y/o NtrBC con otros sistemas de transducción 
de señales que participen en quimiotaxis. Un claro ejemplo es el defecto en la movilidad por 
swimming que manifiesta el mutante ΔcbrB (Amador et al., 2010, 2016), relacionado con la 
principal ruta quimiosensorial, la ruta Che1, que controla la quimiotaxis en P. putida (García-
Fontana et al., 2013).  
En la alternancia de estilo de vida planctónico a sésil interviene el di-GMPc, un segundo 
mensajero intracelular, sintetizado por enzimas con dominios GGDEF como los RRs WspR o 
CfcR (Matilla et al., 2011; Ramos-González et al., 2016). El di-GMPc controla la síntesis de 
flagelo y de componentes de la matriz extracelular por medio de elementos como el RR FleQ 
(Hickman & Harwood, 2008) o PelD (Whitney et al., 2012) en una compleja red reguladora en 
P. aeruginosa (Balasubramanian et al., 2013). En P. putida, el fenotipo alterado de movilidad 
del mutante ΔcbrB, a pesar de la aparencia funcional de sus flagelos, se ha asociado a una 
posible interferencia del TCS CbrAB en la cascada de señalización de la ruta quimiosensorial 
Che1 o bien, en aquellos mecanismos que modulan la concentración intracelular de di-GMPc 
de modo que modifique la función del motor flagelar (Amador et al., 2010). 
Aunque se desconozca el mecanismo subyacente que conecta el sistema Cbr con la 
movilidad flagelar, es evidente que la falta de cbrXA imita el fenotipo del mutante ΔcbrB. Dado 
que los niveles de ARNm de cbrB cuantificados por RT-qPCR no se modificaron en un fondo 
ΔcbrXA (datos no mostrados), estos resultados muestran que al menos este proceso requiere 
de CbrA como histidina quinasa para desencadenar la activación de CbrB sin que exista una 
comunicación cruzada con ninguna de las otras 59 supuestas HKs codificadas en el genoma 





5.3. El circuito de retroregulación del sistema CbrAB 
La expresión de un sistema de dos componentes debe tener un cierto nivel basal 
constitutivo, que le permita al organismo mantener una cantidad suficiente de proteína 
sensora para detectar un estímulo específico, y de regulador de respuesta para iniciar una 
respuesta. Como la respuesta generada de un TCS es la cantidad de regulador fosforilado, el 
control de genes a menudo usa mecanismos de retroalimentación para ajustar de forma 
coordinada sus respuestas de salida y permitir una eficiente adaptación de la bacteria a 
fluctuaciones del medio ambiente (Groisman, 2016). Una retroregulación positiva o negativa 
controla la cantidad de regulador de respuesta o modifica la capacidad de un sensor u otras 
proteínas para alterar la fosforilación del RR, evitando así una descompensación de la dosis 
de HK y RR que origine efectos deletéreos en el huésped. El TCS PhoQP es un paradigma 
de autorregulación positiva muy conocido en enterobacterias donde el número de RR 
fosforilado (PhoP~P) aumenta a medida que el RR promueve su propia transcripción, 
generando de este modo sustratos adicionales para que sean fosforilados por la HK PhoQ. 
En un principio, PhoP fosforilado se une a promotores con sitios de unión de alta afinidad y 
conforme aumenta la concentración de PhoP~P se une a sitios de baja afinidad 
estableciéndose una jerarquía de expresión del regulón que puede reflejar varias respuestas 
fisiológicas (Groisman, 2001, 2016; Shin et al., 2006). 
En este trabajo se ha estudiado la posible autorregulación de CbrA y el posible control 
sobre el estado de fosforilación de su RR afín, CbrB. cbrB se transcribe en la misma unidad 
transcripcional que cbrA, pero su expresión también está controlada por un promotor interno 
localizado en el extremo 3’ de la secuencia codificante de cbrA (Amador et al., 2016; Nishijyo 
et al., 2001). En esta Tesis se ha demostrado por primera vez, que los niveles de una HK, 
CbrA, están regulados en función de la presencia de diferentes fuentes de carbono, y son 
inversamente proporcionales a la disponibilidad de carbono en el medio, siendo más altos 
cuando la fuente de carbono apenas se asimila o no se asimila. Sin embargo, los niveles de 
CbrA no están autorregulados, ni controlados por CbrB y, por tanto, son independientes del 
estado de fosforilación de CbrB, ya que permanecen inalterados en los fondos mutantes 
ΔcbrB y ΔcbrXA (Figura 42). Sin embargo, sí se ha detectado una secuencia de unión 
potencial del complejo Hfq/Crc (AAUAAUAA) en la secuencia líder (5’UTR) del ARNm de cbrX-
cbrA, localizado 20 nucleótidos aguas abajo de la caja -10 TATA (Figura 25 y 57). Esto indica 
que podría haber una regulación post-transcripcional ejercida por Hfq/Crc sobre CbrX y CbrA. 
El análisis de la cantidad de CbrA en un medio represor en un fondo Δcrc, corroboró esta 
hipótesis, y demostró un efecto negativo sobre la expresión de la HK (Figura 58). Aunque en 





ARNm de cbrXA (aún no demostrado experimentalmente), este suceso no explicaría el 
fenotipo de expresión disminuida de crcZ y crcY en ausencia de Crc (Figura 60). Por tanto, 
suponemos la intervención de algún elemento regulador adicional aún desconocido que esté 
controlando el estado de fosforilación de CbrB y, como consecuencia, la expresión de los 
ARNs reguladores CrcZ y CrcY (ver más adelante). 
Por otro lado, la coincidencia de fenotipos entre los mutantes ΔcbrXA y ΔcbrB en P. 
putida sugiere que la activación de CbrB in vivo es dependiente de la fosforilación por CbrA. 
La expresión de cbrB tiene lugar mayoritariamente desde su propio promotor y ésta no 
depende de cbrXA (datos no mostrados). No obstante, existen evidencias que indican que 
CbrB podría estar autorregulando negativamente su propia síntesis (Amador et al., 2010).  A 
diferencia de CbrA, la mutación en crc no ejerció ningún efecto sobre los niveles 
transcripcionales ni traduccionales de cbrB (Figura 59, (García-Mauriño, 2014)) lo cual indica 
que su expresión no está sujeta al control post-transcripcional del complejo Hfq/Crc. 
Con los resultados obtenidos en esta Tesis, parece evidente que los niveles de 
fosforilación de CbrA son críticos para mantener unos niveles basales de expresión de la 
cascada regulatoria. En la subfamilia de reguladores de respuesta NtrC, a la que pertenece 
CbrB, la fosforilación del RR no es imprescindible para la unión al ADN, sin embargo, se ha 
demostrado que estimula su oligomerización, que es fundamental en la activación de la 
transcripción de su regulón (Austin & Dixon, 1992; Du et al., 1998; Hervás et al., 2010; Lee et 
al., 2000; Ninfa et al., 1993; Weiss et al., 1991). Algunos genes pertenecientes al regulón de 
CbrB, como crcZ, se activan rápidamente in vivo con bajos niveles de CbrB~P (y hasta un 40 
% de activación transcripcional in vitro con la forma desfosforilada), es decir, requieren poca 
activación del sistema Cbr para alcanzar altos niveles de expresión. En otros como PP2810, 
sin embargo, requieren condiciones limitantes de nutrientes más estrictas para activarse, y los 
niveles de expresión en un medio represor son muy bajos (Barroso et al., 2018). De este 
modo, la concentración y el estado de fosforilación del RR son aspectos claves para la 
activación del sistema.  
 
5.4. El solapamiento de sistemas reguladores y su efecto en la discriminación por 
fuente de carbono 
Aunque CbrAB se describió inicialmente como un TCS autónomo que controlaba la 
asimilación de distintos aminoácidos como fuente de carbono y/o nitrógeno en algunas 
Pseudomonas (Nishijyo et al., 2001), en los últimos tiempos se ha revelado la interacción con 





2008), Hfq/Crc (Moreno et al., 2012; Moreno et al., 2009a; Sonnleitner et al., 2009, 2012; 
Sonnleitner & Bläsi, 2014) o el factor sECF SigX (Duchesne et al., 2018). Datos previos en 
nuestro y otros laboratorios, así como en esta Tesis, mostraron una interconexión entre el 
sistema Hfq/Crc y el sistema CbrAB. La implicación de los ARNs reguladores CrcZ y CrcY en 
la actividad de Hfq/Crc, mediante el secuestro del regulador traduccional Hfq que les impide 
la represión de la traducción de sus ARNm diana está bien caracterizada (Hernández-Arranz 
et al., 2016; Moreno et al., 2012; Sonnleitner & Bläsi, 2014). Sin embargo, en P. putida y P. 
aeruginosa también existe una regulación positiva de Crc sobre la expresión de CrcZ y CrcY 
(Corona, 2016; García-Mauriño et al., 2013). Crc coopera en la estabilización de la unión de 
Hfq a sus ARNm dianas formando un complejo proteico (Moreno et al., 2015; Sonnleitner et 
al., 2018) y, dada su naturaleza de represor traduccional es altamente improbable que el 
complejo Hfq/Crc actúe directamente sobre los ARNm de crcZ y crcY. Estos datos apoyan la 
hipótesis de que la ausencia de Hfq/Crc impide la función de CbrB posiblemente interfiriendo 
en las señales fisiológicas que conduzcan a la fosforilación de CbrB. Por tanto, la intervención 
de un elemento regulador adicional, específicamente un represor, cuya síntesis esté regulada 
negativamente por Hfq/Crc, demostraría la vinculación funcional entre los ARNs CrcZ y CrcY 
y dicho complejo regulador (Figura 60). Existen antecedentes en los que se desarrolló un 
abordaje experimental con tal propósito, pero sin obtener resultados concluyentes (Corona, 
2016), lo que nos condujo a diseñar un sistema de selección positiva mediante la búsqueda 
de niveles altos de CrcZ en un mutante Δcrc estimados indirectamente con un marcador de 
resistencia a estreptomicina. 
El análisis de los candidatos con niveles altos de CrcZ en un fondo Δcrc, por 
mutagénesis por transposición, reveló que no era posible identificar ninguna diana que no 
estuviera relacionada con un mecanismo intrínseco de resistencia a estreptomicina, a pesar 
de que la mutagénesis fue saturante. Las fluctuaciones en el metabolismo bacteriano pueden 
modificar la susceptibilidad a los antibióticos (Martínez & Rojo, 2011) tal y como sucede con 
la enzima triosa fosfato isomerasa, TpiA, esencial en el metabolismo del carbono y 
relacionada con el proceso de virulencia y la resistencia a antibióticos de P. aeruginosa, 
principalmente a través de CrcZ (Xia et al., 2020). De este modo, las mutaciones por 
transposición podrían haber desencadenado diferentes sistemas de respuesta a estrés para 
tolerar concentraciones superiores a Sm. Algunos de los genes identificados en la 
mutagénesis, como el operón nuoABCEFGHIJKLMN, han sido descritos como dianas 
responsables de la resistencia a aminoglucósidos al reducir la fuerza protón motriz necesaria 
en el transporte activo del antibiótico al interior celular (Allison et al., 2011; Guest et al., 2017), 
mientras que otros, se han asociado a los mecanismos canónicos de resistencia a 





membrana o modificación de la diana del antibiótico (Martínez & Rojo, 2011; Poole, 2005; 
Taber et al., 1987). Por tanto, estos resultados apoyan la idea de que es posible que no exista 
un factor adicional que medie la regulación de Hfq/Crc sobre la expresión de CrcZ y CrcY tal 
y como ya apuntaban ciertos autores (Corona, 2016). 
Por último, se analizó la posible implicación de SigX en la cascada regulatoria sobre 
CrcZ, dado que un mutante ΔsigX presentaba niveles elevados de CrcZ en P. aeruginosa en 
un medio represor. El análisis en P. putida mostró que los niveles también eran 
consistentemente superiores en comparación con la estirpe silvestre, aunque el aumento fue 
de solo 1.5 veces. El hecho de que la expresión en un doble mutante ΔcrcΔsigX fuera 
equivalente a la expresión en el mutante simple Δcrc (Figura 61), sugiere que el circuito 
regulador Hfq/Crc es dominante sobre la regulación de SigX, situándose en un nivel más 
elevado en la jerarquía regulatoria aunque actuando quizás paralelamente (Figura 67). Si el 
efecto de SigX sobre crcZ fuera directo, sería a través de un promotor distinto al que activa 
cbrB. En cualquier caso, es improbable que un factor sECF regule negativamente un gen y, por 
lo tanto, el efecto detectado sobre la expresión de crcZ podría atribuirse a un efecto indirecto. 
 
 
Figura 67. Modelo de regulación del sistema CbrAB en P. putida. Representación esquemática del 
circuito de regulación de la HK CbrA y el RR CbrB. CbrA se autofosforila tras la recepción de la señal 
y transfiere el grupo fosforilo a CbrB, que controla la expresión de crcZ y crcY. Por otra parte, el represor 
traduccional Hfq/Crc ejerce una regulación positiva probablemente indirecta sobre crcZ y crcY y una 
regulación negativa directa sobre cbrA. Además, el factor sECF SigX controla negativamente la 





5.5. Las peculiaridades estructurales de CbrA: Transporte y señalización en una 
misma molécula 
CbrA se encuentra englobada, junto a CrbS, dentro de una familia única de histidina 
quinasas sensoras, que contienen un gran dominio transmembrana con similitud a 
transportadores de solutos (SLC5), unido al dominio catalítico HK, que contiene el residuo de 
histidina fosforilable (Sepulveda & Lupas, 2017). En el caso de CbrA, sus 13 dominios 
transmembrana presentan una elevada similitud con la proteína simportadora de Na+/prolina 
PutP. Los cotransportadores de Na+/soluto como vSGLT en Vibrio parahemolyticus o PutP en 
E. coli son prototipos de transportadores activos secundarios que aprovechan la energía 
almacenada en gradientes electroquímicos para impulsar la acumulación de solutos 
específicos en la célula (H. Jung et al., 2012; Watanabe et al., 2010). La arquitectura modular 
de CbrA podría indicar que el proceso de señalización está vinculado al transporte de una 
molécula dentro de la misma proteína (Sepulveda & Lupas, 2017) y, por tanto, estas quinasas 
constituirían un único grupo de HK transmembrana que acoplarían la recepción del estímulo 
sensorial durante el transporte (Mascher et al., 2006).  
Tradicionalmente, las HKs de membrana y los transportadores han compartido 
funciones relacionadas con la asimilación de nutrientes similares pero distintivas entre sí. 
Mientras que las primeras informan a la célula de las condiciones nutricionales del medio, los 
segundos transportan los nutrientes del exterior al interior celular como ocurre con las 
proteínas DctA y DctB en la captación de dicarboxilatos C4 (Steinmetz et al., 2014) o el sistema 
PstSABC y PhoR en la absorción de fosfato inorgánico (Hsieh & Wanner, 2010; Muda et al., 
1992; Västermark & Saier, 2014). En todos los casos, la coordinación es fundamental para 
garantizar que la expresión de los transportadores se induzca específicamente por las 
condiciones nutricionales del entorno. Posiblemente, la convergencia de ambas funciones en 
una única proteína se deba a un evento evolutivo en el que el estímulo desencadene la 
activación de la HK (Tetsch & Jung, 2009a, b; Thevelein & Voordeckers, 2009). En organismos 
eucariotas como Saccharomyces cerevisiae ciertos receptores de glucosa (como Snf3p o  
Rgt2p) o de aminoácidos (como Ssy1p) que han perdido gran parte de su función como 
transportador, recuerdan al mecanismo de detección de este tipo de HK (Gancedo, 2008; B. 
Wu et al., 2006). Por otra parte, la proteína de membrana UhpC en E. coli es capaz de sensar 
y transportar glucosa 6P pero, hasta ahora, no hay evidencias que ambas funciones estén 
acopladas (Västermark & Saier, 2014). 
El mecanismo mediante el cual CbrA detecta y comunica la información desde el exterior 
celular sigue sin estar definido hoy en día. Zhang y col. han mostrado que en P. fluorescens 





eliminan todos sus transportadores específicos (HutTu, HutTh y HutXWV), mediante un 
proceso dependiente de la señalización. Además, mostraron que el acoplamiento físico entre 
los dominios TM y el extremo C-terminal era necesario para su función y, por tanto, el 
transporte de histidina a través de los dominios TM desencadenaba una señal que activa el 
sistema CbrAB (Zhang et al., 2015). Recientemente, se ha demostrado en P. putida, que el 
transporte de L-histidina a través del dominio SLC5 en CbrA no está acoplado a un gradiente 
electroquímico de Na+ sino probablemente a un gradiente de H+ (Wirtz et al., 2020). Esto 
puede ser debido a la falta de conservación en CbrA de ciertos aminoácidos del dominio TM 
de unión de Na+ (Ser340 y Thr341) de PutP (Hilger et al., 2008). 
Con la construcción de las variantes de CbrA de P. putida que carecían de los dominios 
TM o el dominio PAS, en este trabajo se ha tratado de caracterizar la implicación de cada uno 
de ellos en la actividad de CbrA, y su capacidad de activar los genes diana del sistema (en 
particular, el gen PP2810 que es más sensible a pequeños cambios en la actividad Cbr). La 
deleción de los dominios TM generó una proteína citoplásmica, mientras que la deleción del 
dominio PAS generó una proteína anclada a membrana en la que, si la señal fuese externa, 
los dominios TM podrían detectarla. La sobreexpresión de la variante CbrA-ΔTM permitió 
detectar un 30 % de activación de PP2810, que demostraba que, aunque deslocalizada en el 
citoplasma, la proteína era capaz de percibir la señal de limitación de carbono y conservaba 
la capacidad de fosforilar a CbrB para activar el gen, si se suministraba en dosis lo 
suficientemente elevada (Figura 44). Los dominios TM de CbrA, por lo tanto, no resultaron 
esenciales para la actividad HK de CbrA, si bien no se podía descartar un papel modulador 
de la actividad. La proteína CbrA-ΔPAS, sin embargo, no fue capaz de activar la expresión de 
PP2810 en ninguna de las condiciones ensayadas, bien porque el dominio es esencial para 
la percepción de la señal activadora, o bien porque la deleción en fase del dominio PAS 
ocasionaba un plegamiento inapropiado, que hacía la proteína truncada inactiva o 
rápidamente degradada. 
Nuestros resultados han sido posteriormente validados por los trabajos de Wirtz y 
colaboradores en P. putida, en los que mostraron que una versión equivalente a CbrA-ΔTM  
(CbrA-ΔSLC5; iniciada en el aa 504 de CbrA), conservaba parcialmente su actividad 
autoquinasa y su capacidad de transferir el grupo fosforilo a CbrB independientemente del 
transporte de L-his (Wirtz et al., 2020). Además, demostraron que, aunque tanto el dominio 
PAS como los TM eran capaces de interaccionar con la histidina, ésta no alteraba la capacidad 
auto- o trans- quinasa, por lo que ésta no debe ser el metabolito inductor del sistema, que 
queda aún por identificar. En cuanto a la capacidad para activar el sistema, los autores 





ΔPAS era capaces de restaurar la actividad de CbrA casi en su totalidad. Teniendo en cuenta 
que la expresión de crcZ tiene un nivel basal elevado y que se induce rápidamente con una 
dosis baja de CbrB~P (nuestros resultados), creemos que la medida de los niveles de PP2810 
es un método mucho más adecuado para cuantificar la activación del sistema. Los resultados 
del grupo alemán parecen indicar una activación total del sistema, mientras que los nuestros 
muestran una activación parcial como consecuencia de la deslocalización de la proteína. En 
una u otra circunstancia, ambas aproximaciones muestran que los dominios TM no son 
necesarios para detectar o transportar la señal activadora del sistema, y que probablemente 
la procedencia de la misma sea intracelular. 
La principal discrepancia que muestran Wirtz y colaboradores con nuestro trabajo es la 
activación de crcZ con la variante de CbrA que carece del dominio PAS. Teniendo en cuenta 
que la deleción de la proteína para el grupo alemán comprendía los residuos 631 a 737, y la 
nuestra comprendía los residuos 627 a 703 (manteniendo el dominio STAC intacto), y que 
nosotros estudiamos la activación de una diana de expresión más baja (PP2810), los datos 
no son extrapolables y habría que hacer un estudio más minucioso para inferir conclusiones 
sobre el papel del dominio PAS en la actividad de CbrA. En nuestras manos, la activación del 
sistema incluso en condiciones de sobreexpresión de CbrA-ΔPAS, no es significativa, por lo 
que le asignamos un papel determinante en la detección de la molécula efectora mas que en 
en la fosforilación. 
Por otra parte, la deleción de los dominios TM de CbrA supuso una merma de la 
capacidad de asimilar la histidina (y citrato), aunque si la versión truncada se administraba en 
una dosis lo suficientemente alta (expresión dependiente de Ptac), se recuperaba la capacidad 
de utilizarla como fuente de carbono (Figura 45 D). Esto pone de manifiesto que en P. putida                     
el transporte de este aminoácido se debe realizar mayoritariamente usando transportadores 
alternativos a CbrA. La construcción de una HK quimera por intercambio de dominios ha 
permitido caracterizar estructural y funcionalmente las histidina quinasas de este grupo en P. 
fluorescens. La construcción de una HK quimera de CbrA-CrbS ha permitido demostrar 
también que el transporte del sustrato no es necesario para la transducción de señales 
(Sepulveda & Lupas, 2017). El sistema CrbS/R es un sistema de transducción de señal de 
dos componentes que regula la utilización de acetato en Vibrio cholerae, P. aeruginosa y P. 
entomophila (Hang et al., 2014; Jacob et al., 2017) en el que la proteína sensora CrbS tiene 
una disposición estructural similar a CbrA, donde un dominio SLC5 está vinculado al dominio 
HK del sensor (Sepulveda & Lupas, 2017). Sin embargo, difiere estructuralmente de CbrA en 
la presencia de un dominio REC en su extremo C-terminal. Los autores muestran que una 





recuperaba la capacidad de crecer en histidina en comparación con un mutante doble de 
deleción ΔcbrAΔcrbS, demostrando de esta manera la actividad catalítica del dominio PAS-
HK de CbrA. No obstante, la eficiencia de la inducción de Cbr no se cuantificó (Sepulveda & 
Lupas, 2017). La fusión de un dominio SLC5 transmembrana con un dominio autoquinasa en 
proteínas de transducción de señales como CbrA o CrbS puede desempeñar un papel en la 
detección temprana de una señal que desencadena la respuesta cuando hay suficiente 
proteína activa en el medio. En estos casos, parece más plausible que la señal se detecte 
intracelularmente desde el dominio PAS mediante la interacción con un metabolito específico 
o una proporción de metabolitos como en otras HK que detectan balances de C:N, al igual 
que se describió previamente utilizando un enfoque metabolómico para CbrB (Valentini et al., 
2014). No obstante, esta hipótesis no descarta un papel modulador o de otro tipo adicional de 
los dominios SLC5 TM en la detección de la señal. 
Experimentos de localización revelaron que CbrA-ΔTM se acumula en el citosol como 
consecuencia de la pérdida de anclaje a la membrana interna en ausencia de los dominios 
TM (Figura 47). Esta nueva localización de CbrA-ΔTM explicaría al menos parcialmente la 
limitada activación de los genes diana por una acumulación reducida de esta proteína en 
comparación con la silvestre. No obstante, cuando la sobreproducción de la proteína soluble 
(CbrA-ΔTM) condujo a su acumulación a niveles suficientemente altos, fue posible detectar 
su actividad mediante la activación transcripcional de PP2810 que a su vez depende de la 
disponibilidad de carbono. Las imágenes de microscopía confocal presentadas en esta Tesis, 
contribuyeron a confirmar que los dominios TM de CbrA son los responsables de su anclaje 
en membrana al observarse su posicionamiento en el perímetro de la bacteria y también la 
redistribución de la proteína soluble en el citosol (Figura 48). A pesar de que el incremento en 
la producción de CbrA-ΔTM favoreciera la activación parcial del sistema Cbr, no mejoró 
sustancialmente la visualización por microscopía confocal ya que quizás un exceso de 
producción diera lugar a la formación de cuerpos de inclusión. Por lo tanto, esta proteína 
soluble es capaz de percibir la señal, que debe ser intracelular, y responder a ella, 
probablemente a través de su dominio PAS. 
 
5.6. La naturaleza de la señal activadora del sistema CbrAB en P. putida 
La mayoría de los procesos de transducción de señales comienzan con la interacción 
entre el dominio sensor de una proteína y una molécula que actúa como estímulo sensorial. 
La escasez de información sobre los estímulos que desencadenan respuestas biológicas a 





comprensión de los circuitos reguladores (Krell, 2015). Por tanto, la identificación del estímulo 
exige de un profundo abordaje ya que la activación de un TCS puede requerir no sólo de la 
interacción proteína-ligando sino la convergencia de circunstancias específicas para tal 
propósito, como la combinación con otras moléculas (Henry & Crosson, 2011; Key et al., 
2007a) e incluso la interacción con proteínas accesorias (Baraquet et al., 2006; Fernández et 
al., 2019; Neiditch et al., 2006). 
La histidina quinasa CbrA pertenece a un TCS que, al igual que otros sistemas 
completamente caracterizados, se desconoce la naturaleza de la señal que promueve su 
activación. Hasta la fecha, la cristalización de la estructura de CbrA y de HKs con su atípica 
arquitectura modular no se ha realizado. Como se ha discutido previamente, el estímulo que 
activa CbrA tiene una procedencia intracelular, y se realiza con toda probabilidad mediante 
interacción con el dominio PAS. Los dominios PAS perciben una amplia variedad de señales 
que pueden unirse a una cavidad específica (LBD) y en algunos casos, se precisa de un 
cofactor o la asociación con proteínas accesorias para sensar un estímulo. En cualquier caso, 
una percepción periplásmica o la interacción con proteínas periplásmicas como ocurre entre 
LuxP y la HK LuxQ (Neiditch et al., 2006) es poco probable dada la localización citoplásmica 
predicha del dominio PAS de CbrA en P. putida. 
Las condiciones de activación de un TCS pueden aportar indicios sobre la naturaleza 
de la señal responsable de su inducción. Algunos intermediarios del ciclo de Krebs y 
determinados aminoácidos establecen un patrón de expresión gradual de los principales 
componentes del sistema Cbr y de ciertos genes de su regulón. La histidina y el glutamato 
son aminoácidos que vinculan el metabolismo del carbono con el metabolismo del nitrógeno 
y también están estrechamente relacionados con el ciclo de Krebs y el metabolismo central. 
Sin embargo, en las condiciones más favorables de estabilidad de la proteína soluble, CbrA-
ΔTM, los ensayos de DSF no mostraron un aumento en su termoestabilidad con la exposición 
a glutamato e histidina (Figura 54), dos de las moléculas candidatas a ser activadoras según 
los datos previos del laboratorio, en los que una de las mayores diferencias en metabolitos 
detectadas en condiciones de máxima inducción del sistema correspondía a estas moléculas 
(Valentini et al., 2014). Por tanto, la acumulación de glutamato durante las condiciones de 
máxima expresión del sistema Cbr (medio mínimo con oxalacetato), no parece ser la causa 
de la activación de CbrA (Figura 54). Recientemente, se ha evidenciado que CbrA interacciona 
con L-histidina no sólo a través del dominio SLC5 con el cual la internaliza, sino además con 
el dominio PAS (Wirtz et al., 2020). Aunque CbrA se uniera específicamente a L-his, algunos 





fosfotransferencia hacia CbrB (Wirtz et al., 2020) lo que apoya nuestra hipótesis de un 
metabolito central que actúe como molécula de señalización intracelular. 
La analogía estructural del dominio PAS de CbrA con el dominio del fotosensor PYP 
(Rajagopal & Moffat, 2003) sugirió que la señal podría exhibir una estructura molecular similar 
al ácido p-cumárico, aunque este ligando concretamente no proporcionó una mejora 
significativa en la termoestabilidad de CbrA-ΔTM (Figura 55). El ácido p-cumárico es un 
compuesto aromático cuya estructura molecular recuerda a la de los aminoácidos L-trp y L-
tyr y el cofactor NADPH con los que la estabilidad de la proteína se vio favorecida en el ensayo 
por DSF (Figura 54 y 56). Además del L-trp, es interesante destacar que la D-(+)-glucosa 6P 
y el NADPH, estrechamente relacionados con el metabolismo energético central, resultaron 
ser aquellos metabolitos con la mejor correlación entre el incremento de la termoestabilidad 
proteica y la dosis de ligando (Figura 56). La D-(+)-glu 6P es un efector alostérico frecuente 
en numerosas enzimas, entre ellas la glucógeno sintasa (Baskaran et al., 2010) o la ADP-
glucosa pirofosforilasa (Asencion Diez et al., 2012), pero también es el único ligando que 
promueve la absorción de una amplia gama de azúcares fosforilados en E. coli a través del 
sistema UhpABC (Schwoppe et al., 2003; Verhamme et al., 2002). P. putida KT2440 durante 
su crecimiento reajusta dinámicamente sus flujos metabólicos en respuesta a la disponibilidad 
de nutrientes en el medio. El agotamiento de las fuentes de carbono preferenciales obliga a 
adoptar un metabolismo oxidativo más activo que es compensado con niveles elevados de 
NADPH para reducir los efectos perjudiciales de las especies reactivas de oxígeno (ROS). 
Durante este proceso, el ciclo de Krebs modifica su configuración anaplerótica a oxidativa y 
la bacteria obtendría energía del catabolismo de los aminoácidos (Molina et al., 2019). Entre 
estos cambios graduales en los flujos metabólicos, podría albergarse el estímulo 
desencadenante de la activación del sistema Cbr. Por tanto, la D-(+)-glu 6P, el NADPH y el L-
trp suponen óptimos candidatos a someterse a una evaluación pormenorizada por ITC al igual 
que otros metabolitos que en la bibliografía están descritos como ligandos distintivos del 
dominio PAS (FAD, FMN o grupo hemo), ante la dificultad técnica de ser estudiados por un 
ensayo DSF. Aunque estos resultados son todavía algo preliminares y hay que tomarlos con 
cierta cautela, ya que no se pueden excluir que otros metabolitos, con un desplazamiento 
térmico positivo pero inferior al umbral de significación preestablecido se unan a CbrA-ΔTM 
incluso con una afinidad menor, suponen un paso de gigante ante la posibilidad de ir acotando 
la naturaleza de las moléculas candidatas a ser activadoras del TCS CbrAB. Los resultados 
obtenidos a través de una aproximación por DSF ha aportado competentes candidatos a 
ligandos de CbrA. El lógico paso subsiguiente consistiría en realizar una evaluación robusta 
con métodos de interacción directa. El estrecho vínculo de los metabolitos sugeridos con el 





el estímulo responsable de la activación de CbrA implicaría un metabolito central o un 
desequilibrio en el estado energético de la célula, tal y como apuntan nuestros prometedores 
resultados por DSF. 
Esta Tesis doctoral ha supuesto un avance en el conocimiento del mecanismo de 
regulación del sistema Cbr partiendo de una exhaustiva caracterización molecular de cbrX y 
cbrA hasta la evaluación de determinados metabolitos que pudieran estar vinculados a la 
señal responsable de la activación de este sistema único en la familia Pseudomonadaceae. 
Por primera vez, se obtiene información sobre el funcionamiento global de un sistema de dos 
componentes tan complejo en el que, además, confluyen múltiples vías regulatorias con el fin 
de coordinar perfectamente la fisiología de una bacteria ambiental sometida a constantes 
fluctuaciones del medio ambiente. Finalmente, se ha descrito la función principal de dos de 
los posibles dominios sensores de una HK cuya topología es sorprendentemente atípica y se 





















1. Los genes cbrX y cbrA se cotranscriben en una misma unidad transcripcional en la que 
cbrX dirige la traducción de CbrA mediante un mecanismo de acoplamiento traduccional 
de reiniciación de la traducción, que permitiría mantener una correcta estequiometría de 
las proteínas. 
2. La cantidad de CbrB fosforilado producido en ausencia de CbrX es suficiente para 
activar la transcripción de genes que precisan poca cantidad del regulador, como es el 
caso de crcZ. 
3. Los genes diana crcZ y crcY presentan un nivel de expresión basal superior a PP2810 
y requieren una menor concentración de CbrB fosforilado para su activación.  
4. El gen PP2810 presenta una gran capacidad para discriminar la fuente de carbono 
presente en el medio, lo que supone una ventaja adaptativa a la hora de detectar 
cambios sutiles en la actividad del sistema Cbr. 
5. Los niveles de transcripción de CbrA no están autorregulados y, aunque independientes 
del estado de fosforilación de CbrB, son inversamente proporcionales a la disponibilidad 
de carbono. Además, el ARNm de cbrX-cbrA está sujeto a una regulación post-
transcripcional por el complejo Hfq/Crc en condiciones de represión catabólica. 
6. La exhaustiva búsqueda de un posible represor de la transcripción de CrcZ y CrcY no 
ha permitido identificar ningún elemento específico que medie la regulación del complejo 
Hfq/Crc sobre la expresión estos ARN reguladores. 
7. El efecto de Hfq/Crc sobre la expresión de crcZ es epistático sobre la regulación 
indirecta ejercida por SigX que actuaría en otro nivel en la jerarquía regulatoria. 
8. Los fenotipos descritos para un mutante ΔcbrXA se corresponden con los de un mutante 
ΔcbrB, lo cual indica que CbrA podría ser la única histidina quinasa responsable de 
desencadenar la activación del sistema Cbr en P. putida. 
9. La proteína soluble CbrA-ΔTM es capaz de percibir la señal de limitación de carbono y 
activar parcialmente el sistema Cbr cuando se suministra en dosis elevadas, 
demostrando que los dominios TM de CbrA son prescindibles para su activación. No 
obstante, no se puede descartar un papel modulador de estos dominios TM en el 
proceso de detección de la señal. 
10. La localización de la proteína CbrA nativa en la fracción de membrana y de CbrA-ΔTM 
en la fracción soluble sugiere que los dominios TM permiten el anclaje de CbrA a la 
membrana interna de la bacteria. 
11. La actividad parcial de una versión de CbrA soluble en el citoplasma indica que la señal 
activadora del sistema Cbr debe de tener un origen intracelular o ser internalizada 
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Anexo I. Clasificación de los genes interrumpidos por el transposón miniTn5-Km en los mutantes resistentes a estreptomicina 
seleccionados. Los triángulos invertidos azules indican el lugar de inserción del transposón miniTn5-Km. Los genes interrumpidos por el transposón 
miniTn5-Km se colorean en blanco y su contorno se resaltan en negrita mientras que los genes adyacentes al gen interrumpido se representan en 
diferentes colores. La barra horizontal inferior indica las coordenadas del genoma de P. putida KT2442. Ni: número de inserciones mapeadas en los 
mutantes resistentes a Sm. 
Gen (ID) Producto génico Contexto genómico Ni Mutantes 














Citocromo bo3 oxidasa 
terminal 
 
2 MPO954, MPO961 
PP2379 
Proteína de la familia 
Sco1/SenC de ensamblaje 
de citocromo oxidasa 
 
1  MPO953 
Transporte de membrana  









Transportador tipo ABC 
 
1 MPO955 
PP0906 Transportador tipo RND 
 
1 MPO966 













Metabolismo central  
pykA 












Metabolismo de aminoácidos  
trpC 
 (PP0422) 







dependiente de cobalamina 
 
1 MPO962 
Catabolismo de compuestos orgánicos aromáticos o nitrogenados    






PP0896 Hidrolasas de enlaces carbono-nitrógeno 
 
1 MPO967 








8  MPO951 












ARNr 16S (uracilo1498-N3)- 
metiltransferasa  
 
1 MPO964 
